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Resumen
1. IntroducciónLa anafilaxia es una reacción alérgica aguda, grave y potencialmente mortalcuya incidencia va en aumento en los últimos años en los países industrializados.Debido a su gravedad, no es posible investigar los mecanismos subyacentes en elhombre. Sin embargo, los modelos murinos han supuesto un gran avance en elconocimiento de esta patología gracias a la similitud del sistema inmunológico ylos síntomas anafilácticos entre el hombre y el ratón.El cacahuete es un importante alérgeno alimentario capaz de inducirreacciones graves debido a que sus proteínas son capaces de resistir la digestióngástrica y sus epítopos son capaces de unirse a los linfocitos B y T y de activar laseñalización de las células dendríticas y el complemento, induciendo una respuestaalérgica tipo Th2.Existen distintas cepas de ratón que han sido utilizadas para los estudios de lasenfermedades alérgicas cuya respuesta ha demostrado ser diferente según la cepaempleada. Entre ellas, destacan la cepa BALB/c y la cepa C3H/HeOuJ, cuyosfenotipos alérgicos han permitido avanzar en el conocimiento de estas patologías.Sin embargo, hay pocos estudios que comparen las cepas entre sí. Hasta la fecha,no se han realizado estudios comparativos en estas cepas en un modelo deanafilaxia sistémica inducida por la administración de cacahuete por víaintraperitoneal (i.p.) como el que se describe a continuación por lo que este trabajose inició con la selección de la cepa a utilizar.Los parásitos son animales invertebrados capaces de provocar enfermedadesen el hombre de forma crónica. Para sobrevivir en el huésped, evolutivamente, handesarrollado mecanismos que les permitan suprimir las respuestas efectoras deéste. Además, el huésped requiere de esta modulación para evitar respuestasinmunes dañinas para el individuo por lo que esta habilidad se ha ensayado en laterapéutica alergológica.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
El Anisakis simplex es un parásito helminto capaz de infectar de formaaccidental al hombre al ingerir pescado crudo o poco cocinado. El hombre noforma parte del ciclo vital del parásito pero puede desarrollar una respuesta dehipersensibilidad. En este parásito, se han encontrado antígenos somáticos oestructurales que forman parte de la estructura parasitaria y antígenos deexcreción/secreción (E/S) que son producto de su actividad fisiológica. Un aspectocaracterístico de estos antígenos es su papel inmunomodulador, exhibiendo unefecto protector en modelos murinos de asma bronquial. Sin embargo, hasta lafecha, no se han realizado estudios de anafilaxia sistémica en los que seadministren extractos de A. simplex de forma simultánea a la sensibilizaciónantigénica.
2. HipótesisEn este trabajo gira alrededor de dos hipótesis: A) el desarrollo de modelosmurinos de anafilaxia sistémica son instrumentales para el entendimiento de losmecanismos subyacentes en la patología humana y B) las infecciones por parásitospodrían reducir las respuestas alérgicas.
3. Objetivos
3.1. Objetivos primarios
• Desarrollar un modelo murino de anafilaxia sistémica inducida porcacahuete que permita obtener una respuesta clínica e inmunológicapotente.
• Analizar los efectos inhibitorios de dos antígenos del Anisakis simplex(antígeno somático y excreción/secreción (E/S)) en el modelo murino deanafilaxia.
3.2. Objetivos secundarios
• Comparar la respuesta clínica e inmunológica de dos cepas de ratón(C3H/HeOuJ y BALB/c) empleando el modelo murino de anafilaxia yseleccionar aquella cepa que presente una respuesta anafilácticaclínicamente más evidente.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
• Optimizar la dosis de extracto de cacahuete necesario para lasensibilización.
• Analizar los efectos inmunomoduladores de los antígenos del Anisakis
simplex en la respuesta clínica e inmunológica (humoral y celular).
4. Materiales y métodosEl estudio se ha realizado en 3 fases:I. Desarrollo de un modelo de anafilaxia en dos cepas de ratón (C3H/HeOuJ yBALB/c) y selección de aquella con una mejor respuesta clínica o inmunológica.Grupos de ratones de 5 semanas de vida de las cepas BALB/c y C3H/HeOuJ sesensibilizaron por vía i.p. con cacahuete en presencia de adyuvantes. El grupocontrol recibió dosis equivalentes de solución salina en presencia deadyuvantes. Se midieron en el suero los niveles de inmunoglobulinas específicasa cacahuete (IgG1, IgG2a, IgE) y de IgE total. En la semana 6, todos los ratonesfueron provocados mediante la administración i.p. de cacahuete. La anafilaxia semidió a través de la puntuación de síntomas y de los cambios en la temperaturacorporal. Tras la provocación sistémica, se midieron la liberación de histamina yla de las citocinas liberadas por los esplenocitos estimulados (IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐12,IL-­‐13, IL-­‐10 e IFN-­‐γ).II. Búsqueda de dosis que produce una respuesta anafiláctica más potente. Paraello, grupos de ratones de la cepa C3H/HeOuJ se sensibilizaron por vía i.p. condistintas dosis de cacahuete en presencia de adyuvantes. El grupo controlrecibió dosis equivalentes de solución salina en presencia de adyuvantes. En lasemana 6, se estudió la respuesta anafiláctica.III. Estudio del efecto inmunomodulador del Anisakis simplex, tanto del extractosomático como del de E/S, sobre la anafilaxia en la cepa y dosis más adecuada.Para ello, grupos de ratones de la cepa C3H/HeOuJ fueron sensibilizados por víai.p. con cacahuete en presencia de adyuvantes. De forma simultánea, un grupode estos ratones se trató diariamente con extracto somático de A. simplex, otrogrupo se trató diariamente con extracto de E/S de A. simplex y otro grupo setrató con suero salino. Se midieron en el suero los niveles de inmunoglobulinasespecíficas a cacahuete (IgG1, IgG2a, IgE),. A las 5 semanas del inicio del estudio,se realizó una provocación con cacahuete administrado por vía i.p. Tras la
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
provocación sistémica, se midieron la liberación de histamina y la de lascitocinas liberadas por los esplenocitos estimulados (IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐12, IL-­‐13, IL-­‐10 e IFN-­‐γ).
5. ResultadosSe presenta el desarrollo de un modelo murino de anafilaxia. En primer lugarse comparó la respuesta anafiláctica de dos cepas de ratón, C3H/HeOuJ y BALB/c,sensibilizadas a cacahuete. En ambas cepas, la generación de IgG e IgE específicademostró la sensibilización de los ratones. Los ratones C3H/HeOuJ presentaronniveles significativamente más altos de IgG1 e IgE específica a cacahuete que elgrupo de los ratones BALB/c. Tras la provocación con extracto de cacahuete, seobjetivaron síntomas anafilácticos, instaurándose más rápida e intensamente en elgrupo de ratones C3H/HeOuJ. La afectación clínica sistémica en este grupo fuemayor que en su homólogo de los BALB/c y se acompañó de un descenso mássignificativo de la temperatura y de una mayor liberación de histamina plasmáticatras la provocación. Aunque ambas cepas desarrollan citocinas Th1, Th2 y Treg, losniveles de estas citocinas fueron muy superiores en el grupo de ratonessensibilizados BALB/c. El patrón encontrado en la respuesta linfocitaria en losratones BALB/c sugiere una activación mixta Th1 y Th2. Dado que la respuestaclínica fue más evidente en la cepa C3H/HeOuJ se seleccionó ésta para los estudiossiguientes.A continuación, se compararon distintas dosis de cacahuete para lasensibilización de los ratones C3H/HeOuJ y se realizó una provocación con elalérgeno. Tras la provocación con cacahuete, se objetivaron síntomas anafilácticos,de aparición más precoz en el grupo de ratones en los que se empleó la dosis de100 µg, acompañado de mayor gravedad clínica. Por ello, se estableció esta dosiscomo la idónea para la continuación del estudio.En último lugar, se compararon los efectos de los extractos del Anisakis simplex,tanto el antígeno somático como el de excreción/secreción, sobre el modelodesarrollado previamente. En ambos casos, la sensibilización desarrollada fueinferior en los grupos que recibieron los extractos del A. simplex, encontrandoniveles de IgG1 e IgE específica significativamente menores en los grupos
Resumen 17
             
          
             
              
           
            
            
          
            
            
          
           
              
             
          
  
               
         
            
             
           
               
            
              
            
           
           
            
         
           
           
          
 
 
Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
pretratados, sugiriendo una posible protección de la sensibilización en estosgrupos. Además, los niveles de IgG2a específica fueron mayores en el grupo querecibió el extracto E/S, lo que mediaría también en el efecto protector de esteextracto. Tras la provocación con cacahuete, los ratones que recibieron extractosde A. simplex presentaron síntomas anafilácticos de menor intensidad y de iniciomás tardío, destacando los leves síntomas clínicos presentados en los ratones quereciben las proteínas secretadas por el parásito. La temperatura corporalpermaneció prácticamente estable en estos ratones de forma similar a los ratonesno sensibilizados. La escasa liberación de histamina tras la provocación en estegrupo, refuerza todos estos datos. Por último, ambos grupos desarrollaroncitocinas que demuestran un patrón mixto. Destaca especialmente la inhibición dela IL-­‐5 producido por el pretratamiento con el E/S. Además, el incremento de lacitocina Th1, IFN-­‐γ, y reguladora, IL-­‐10, en los ratones que recibieron E/S sugierenuna posible modulación de la respuesta alérgica Th2 hacia Th1.
6. DiscusiónSe ha creado un modelo de anafilaxia murino en el que se ha investigado elefecto protector de las proteínas parasitarias del Anisakis simplex.En el modelo mostrado, se empleó la vía intraperitoneal como vía desensibilización y provocación ya que se ha demostrado la necesidad de que losalérgenos sean absorbidos de forma sistémica para inducir una respuesta alérgicaclara. Se ha demostrado que los niveles de IgE, IgG1 e IgG2a desarrollados en elratón sensibilizado se relacionan con el número de dosis recibidas durante elperiodo de sensibilización y que el empleo de 3 dosis induce una respuesta inmunehumoral, celular y clínica óptima para este estudio. Los adyuvantes han sidoampliamente utilizados en los modelos murinos de enfermedades alérgicas ya quelos antígenos purificados son poco inmunogénicos. En este estudio se haseleccionado el hidróxido de aluminio por ser un potente adyuvante pro-­‐Th2, conla toxina pertussis, promotor de respuestas Th1 y Th2.Hay varios estudios que comparan las cepas C3H/HeOuJ y BALB/c conresultados dispares. Li y cols. (J Immunol. 1999;162(5):3045) demostraron que losratones C3H/HeOuJ presentaban niveles más elevados de IgG1, pero menores
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
niveles de IgE específica junto con mayor liberación de citocinas que los BALB/c,mientras que Morafo y cols. (J Allergy Clin Immunol. 2003;111(5):1122) y Smit ycols. (PLoS One. 2011;6(12):e28917) demostraron que la cepa C3H/HeOuJpresentaba mayor grado de anafilaxia junto con niveles más elevados de IgEespecífica. Curiosamente, Morafo y cols. no encontraron síntomas anafilácticos enlos ratones BALB/c a pesar de encontrar IgE específica en ellos. Por último, losniveles de citocinas fueron más elevados en la cepa BALB/c en el estudio de Li ycols., mientras que Smit y cols. encontraron niveles más altos en la cepaC3H/HeOuJ.Con respecto a las dosis de antígeno empleada, los datos hallados en laliteratura son muy dispares. Por un lado, Chen y cols. (Food Chem Toxicol.2013;62:41) encontraron que las dosis bajas eran las que inducían una mayorproducción de IgE e IgG1 específicas, mientras que para Yamanishi y cols. (BiosciBiotechnol Biochem. 2003;67(1):166) las dosis más altas tendrían una mayorrespuesta alérgica. Por ello, se hace necesario ensayar distintas dosis para elegir lamás adecuada. En nuestro caso, fue con la dosis intermedia con la que se obtuvouna mejor respuesta clínica.La mayoría de los estudios extraídos de la literatura muestran un efectoprotector de los parásitos y sus productos para la prevención y el tratamiento delasma bronquial y la anafilaxia en los modelos murinos y que dicha protección serelaciona con los niveles elevados de IL-­‐10. Estudios aislados, como el de Michels ycols. (Infect Immun. 2006;74(10):5926) no hallan dicha protección en su modelode anafilaxia y demuestran como los ratones infectados por Syphacia obvelatapresentaban mayor grado de anafilaxia que los no infectados.Los últimos estudios, se han centrado en el estudio de los antígenos deexcreción/secreción de los parásitos demostrando que estos extractos son capacesde proteger frente al desarrollo de asma bronquial tanto de forma sistémica comolocal. Aunque muchos autores relacionan esta protección con la IL-­‐10, McSorley ycols. (Eur J Immunol. 2012;42(10):2667) postulan que esté relaciona también conla disminución en los macrófagos activados alternativamente.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
Por último, Park y cols. (J Immunol. 2009;182(11):6907) emplearon unproducto del E/S del A. simplex para tratar a ratones sensibilizados. Observaroncomo el tratamiento con este antígeno fue capaz de proteger frente al asmabronquial y de inmunomodular e inhibir la reacción alérgica Th2 a través de lascitocinas reguladoras IL-­‐10 y TGF-­‐β.Basado en estos estudios, se ha desarrollado en este trabajo el tratamientopreventivo de la anafilaxia con los antígenos somáticos y de E/S del A. simplex. Enel modelo presentado, la administración de E/S de forma simultánea a lasensibilización fue capaz de proteger y evitar la respuesta anafiláctica. Los nivelesbajos de IgE e IgG1 sugieren una alteración del desarrollo de la respuesta alérgicadesde el inicio de la sensibilización. También, permanecieron bajos los niveles deIL-­‐5 lo que sugiere un papel principal de esta citocina en este modelo. Por último,los niveles elevados de IgG2a e IL-­‐10 demuestran que la inmunomodulacióninducida por el E/S de la respuesta alérgica Th2 hacia Th1 ocurre a través de estasrutas.
7. Conclusiones
• Las cepas C3H/HeOuJ y BALB/c son ambas idóneas para el estudio de laanafilaxia sistémica, siendo la primera más adecuada para la evaluación dela respuesta clínica, idóneamente con 100 µg por dosis y 3 dosis de extracto.
• Los antígenos parasitarios del Anisakis simplex somáticos y,fundamentalmente, los de excreción/secreción, son capaces de reducir larespuesta anafiláctica.
• Los antígenos de Anisakis simplex ejercen un efecto inmunomodulador anivel humoral y celular.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
Summary
1. IntroductionAnaphylaxis is an acute, severe and potentially lethal allergic reaction whoseincidence is increasing over the last years in industrialized countries. Due to itsseverity, there is no possibility to study the underlying mechanisms in humans.Thereby, murine models have posed a great advancement in building theknowledge around this pathology thanks to the similarities observed betweenimmune system and anaphylactic symptoms in both humans and mice.Peanut is one of the main food allergens and it is responsible for one of thehighest incidences of severe food allergic reactions. Peanut’s proteins are known toresists digestion, comprise B-­‐cell and T-­‐cell epitopes and activate dendritic cellsand complementary pathways, inducing a Th2 allergic response.There are diverse mice strains that have been used in the study of allergicpathologies and their responses have been variable depending on the straininitially selected. BALB/c and C3H/HeOuJ strains should be highlighted for theircontribution to the advancement of these pathologies thanks to their allergicphenotypes. However, only a limited number of studies compare these two strains.In fact, there are no studies comparing both strains in a systemic anaphylaxismodel induced by peanut intraperitoneal (i.p,) administration to date. Hence,selection of the strain to be used became the first step of our research plan.Parasites are invertebrate animals that may produce chronic diseases inhumans. In order to survive in the host, parasites have evolved and developedmechanisms for suppressing host effector responses. Additionally, the hostrequires this modulation in order to avoid self-­‐harming immune responses.Exploitation of this capability in allergic therapies has already been attempted.
Anisakis simplex is a helminth parasite able to accidentally infest human beingswhen they eat raw or rare fish. Humans do not participate in the vital cycle of theparasite but they can develop hypersensitivity reactions. This parasite bears
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
somatic or structural antigens that engage in structural functions andexcretion/secretion (E/S) antigens that are products of its physiologic activity. Onerelevant aspect of these antigens is their role as immunomodulators, showing aprotective effect in murine models of bronchial asthma. Nevertheless, no studieson systemic anaphylaxis with simultaneous administration of A. simplex extractand antigen sensitization are available to date.
2. HypothesisThis work is based on two hypotheses: A) murine models of systemicanaphylaxis are instrumentals for understanding the underlying mechanisms inhuman diseases and B) parasites infections may reduce allergic responses.
3. Objectives
3.1. Primary objectives
• Develop a systemic anaphylaxis murine model induced by peanut thatproduces a potent clinical and immunologic response.
• Analyze the inhibitory effects of two Anisakis simplex antigens (somatic andexcretion/secretion (E/S)) in the anaphylaxis murine model.
3.2. Secundary objectives
• Compare clinical and immune responses in two mice strains (C3H/HeOuJ yBALB/c) using the anaphylaxis murine model. Select the strain thatpresents a more defined clinical anaphylactic response.
• Optimize peanut extract dose necessary for sensitization.
• Analyse immunomodulatory aspects of Anisakis simplex antigens in theclinical an immunological responses (humoral and cellular).
4. Materials y methodsThe study has been developed in three phases:IV. Development of a murine model of anaphylaxis in two mice strains (C3H/HeOuJy BALB/c) and selection of the strain that shows a more defined clinical andimmunological response. Groups of 5-­‐week-­‐old mice from BALB/c and
Summary 22
  
             
          
          
          
              
         
           
          
        
          
           
          
          
     
	            
              
             
           
              
             
         
            
       
           
   
  
            
          
            
          
           
           
              
	 
 
Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
C3H/HeOuJ strains were sensitized following i.p. administration of peanut plusadjuvants. Control group received equivalent doses of saline solution plusadjuvants. Blood serum was collected for measurement of peanut specificimmunoglobulins (IgG1, IgG2a and IgE) and total IgE. At week 6, all mice werechallenged by the administration of peanut intraperitoneally. Anaphylaxis wasmeasured through clinical score and changes in body core temperature. Aftersystemic challenge, histamine and cytokines from stimulated spleen cells weremeasured (IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐12, IL-­‐13, IL-­‐10 e IFN-­‐γ).V. Determination of dose required to produce a potent anaphylactic response.Groups of mice from the C3H/HeOuJ strain were sensitized following i.p.administration of different peanut doses plus adjuvants. Control group receivedequivalent doses of saline solution plus adjuvants. Anaphylactic response wasthen studied at week 6.VI. Study of the immunomodulator effect of Anisakis simplex antigens, somatic andE/S, in an anaphylaxis model using the strain selected and at the most suitabledose. Groups of mice from the C3H/HeOuJ strain were sensitized by peanut i.p.administration plus adjuvants. Simultaneously, a group of these mice were dailytreated with A. simplex somatic extract, a second group was daily treated with A.
simplex E/S extract and a control group was treated with saline solution. Bloodserum was collected for quantification of peanut specific immunoglobulins(IgG1, IgG2a, IgE). At week 5, all mice were challenged with peanutadministrated intraperitioneally. After systemic challenge, histamine andcytokine from stimulated spleen cells were measured (IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐12, IL-­‐13,IL-­‐10 e IFN-­‐γ).
5. ResultsDevelopment of a murine model of anaphylaxis is shown. First of all,anaphylactic response of two peanut sensitized mice strains, C3H/HeOuJ andBALB/c, were compared. In both strains, specific IgG and IgE responses showedthat mice were peanut sensitized. C3H/HeOuJ mice exhibited significantly higherspecific IgG1 and IgE than BALB/c mice. After peanut challenge, anaphylacticsymptoms were observed, those being faster and more intense in C3H/HeOuJmice. Systemic clinical response in this group was more severe and shared a more
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
significant decrease in body temperature and higher histamine release afterpeanut challenge than BALB/c mice. Conversely, although both strains developedTh1, Th2 and Treg cytokines, higher levels of these cytokines were found inBALB/c sensitized group. Lymphocytic pattern response in BALB/c mice suggestsa Th1 and Th1 mixed activation. Due to a more pronounced clinical responseobserved in C3H/HeOuJ mice, this strain was selected for further studies.Next, comparison of different peanut doses needed for C3H/HeOuJsensitization was carried out. After peanut challenge, anaphylaxis response wasthen observed. This response happened earlier and was more severe in those micereceiving a 100 µg dose. For that reason, this dose was established as the suitabledose for the subsequent studies.Finally, somatic and E/S A. simplex effects were compared in the murine modelpreviously developed. In both cases, lower sensitization was observed in thegroups receiving A. simplex extracts. Significant lower levels of specific IgG and IgEwere found in the pretreated groups, suggesting a feasible protection bysensitization in those groups. Besides, specific IgG2a levels were higher in thegroup that received E/S extract, which suggests a potential link in the protectiveeffect caused by this extract. After peanut challenge, mice receiving A. simplexextracts showed milder and delayed onset of anaphylactic symptoms, this mildereffect being particularly remarkable for mice treated with parasite secretedproteins. Core body temperature remained almost stable in this group, in a similarbehaviour to the non-­‐sensitized mice group. Scarce release of histamine afterpeanut challenge in this groups, strengthen all these data. Finally, both groupsreleased cytokines, showing a mix pattern. Particularly remarkable was theinhibition of IL-­‐5 induced by E/S pretreatment. Additionally, an increase in Th1,IFN-­‐γ, and regulatory cytokine, IL-­‐10, in mice receiving E/S suggests a feasiblemodulation of allergic response from Th2 to Th1.
6. DiscussionA murine model of anaphylaxis has been developed. The protective effect of A.
simplex parasite proteins has been studied.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
In the model described, intraperitoneal route was used for sensitization andchallenge because it has been demonstrated that allergens must be systemicallyabsorbed for inducing a clear anaphylactic response. Levels of IgE, IgG1 and IgG2adeveloped in sensitized mice correlated well with the number of doses receivedduring sensitization. The utilization of 3 doses was considered optimal in terms ofthe humoral, cellular and clinical response necessary for this study. Adjuvants havebeen widely used in allergic murine models because purified antigens are poorlyimmunogenic. In this study, aluminium hydroxide was selected because it is apotent pro-­‐Th2 adjuvant, in conjunction with pertussis toxin, which promotes bothTh1 and Th2 responses.There are some studies comparing C3H/HeOuJ y BALB/c strains but theyshowed different results. Li et al. (J Immunol. 1999;162(5):3045) showed thatC3H/HeSn mice exhibited higher specific IgG1 levels but lower specific IgE levelswith a higher release of cytokines than BALB/c., both sensitized to peanut Morafo
et al. (J Allergy Clin Immunol. 2003;111(5):1122) and Smit et al. (PLoS One.2011;6(12):e28917) showed that C3H/HeOuJ exhibited higher anaphylaxis degreewith higher specific IgE levels. Curiously, Morafo et al. showed that BALB/c micewere not able to develop an anaphylactic response, even if they exhibited specificIgE levels. Finally, cytokines levels were higher in BALB/c mice in Li et al. study,whereas Smit et al. found that higher cytokines levels were observed inC3H/HeOuJ group.Regarding antigen doses used, data found in the literature are variable. On onehand, Chen et al. (Food Chem Toxicol. 2013;62:41) found that lower doses induceda higher specific IgE and IgG production. On the other hand, Yamanishi et al.(Biosci Biotechnol Biochem. 2003;67(1):166) found that higher doses triggered astronger allergic response. Because of this variability, there is a need to testdifferent doses in order to select the most suitable one. In our study, intermediatedose showed a stronger clinical response.The majority of studies found in literature, show a protective effect of parasitesand their products in the prevention and treatment of bronchial asthma andanaphylaxis in murine models. These studies relate the observed protective effectwith higher levels of IL-­‐10. Particular studies, like the one of Michels et al. (Infect
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
Immun. 2006;74(10):5926) did not showed the protective effect of helminths intheir model of anaphylaxis. On the contrary, it has been reported that mice infestedwith Syphacia obvelata developed a more severe anaphylactic response than non-­‐infected mice.More recent studies have been focussed on the exploration of parasiteexcretion/secretion antigens. In these studies, extracts were able to protect frombronchial asthma, both locally and systemically. Although many authors relatedthis protection with IL-­‐10, McSorley et al. (Eur J Immunol. 2012;42(10):2667) alsosuggested that it might be related to a decrease in alternative activatedmacrophages.Finally, Park et al. (J Immunol. 2009;182(11):6907) used A. simplex E/Sproducts for treating sensitized mice. The authors showed how treatment with thisantigen was able to protect from bronchial asthma and inhibited Th2 allergicresponse through regulatory cytokines, IL-­‐10 and TGF-­‐β.Based on these studies, a preventive treatment of anaphylaxis with A. simplexsomatic and E/S antigens has been developed. In the model presented,administration of E/S antigen simultaneously with sensitization was able toprotect and avoid anaphylactic response. Low levels of IgE and IgG1 suggest analteration in the development of allergic response from the very beginning ofsensitization. In addition, IL-­‐5 levels remained low, suggesting a key role for thiscytokine in this model. Finally, high levels of IgG2a and IL-­‐10 also suggest thatimmunomodulation induced by E/S extract changed the allergic response fromTh2 to Th1.
7. Conclusions
• C3H/HeOuJ y BALB/c strains are both suitable for studying systemicanaphylaxis. C3H/HeOuJ was the most suitable strain for evaluating clinicalresponse, especially at 100 µg per dose, with 3 extract doses.
• Somatic parasite antigens from Anisakis simplex and, particularly,excretion/secretion antigens can prevent anaphylaxis.
• Anisakis simplex antigens show an immunomodulatory effect at the humoraland cellular levels.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
Introducción
1. AnafilaxiaLa anafilaxia es una reacción alérgica aguda, grave, con compromiso vital ypotencialmente mortal (1), descrita por primera vez por Richet en 1904 (2). Suincidencia se cree que está infraestimada debido a la ausencia de una codificacióncorrecta en la clasificación internacional de las enfermedades (ICD) y a que, enmuchas ocasiones, los síntomas son autolimitados (1). Se estima que del 0,05 al2% de la población mundial sufrirá algún episodio de anafilaxia a lo largo de suvida y dicha incidencia va en aumento (3). En Europa, la incidencia es de 1,5 a 7,9casos por cada 100.000 personas al año, habiéndose observado un incremento delos ingresos en Urgencias por esta causa aunque, afortunadamente, la tasa demortalidad se encuentra por debajo del 0,001% (4).
La anafilaxia se caracteriza por la aparición brusca de varios síntomas y signosdentro de las dos horas posteriores a la exposición al alérgeno. Se produce uncompromiso de la vía aérea y/o problemas cardiovasculares que, habitualmentepero no siempre, se acompañan de síntomas en piel y mucosas (1, 4). Eltratamiento de elección de la anafilaxia es la administración intramuscular deadrenalina a dosis de 0,01 ml/kg de peso hasta una dosis máxima de 0,5 ml, quepuede repetirse a los 5 minutos, en caso necesario. La segunda línea detratamiento incluye la retirada del alérgeno responsable, colocar al paciente enuna posición correcta, la administración de oxígeno a alto flujo, agonistas beta-­‐2 deacción corta, reposición de líquidos por medio de cristaloides y la administraciónde adrenalina nebulizada. Por último, las guías europeas recomiendan el uso de
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
antihistamínicos y glucocorticoides (1). Todos los pacientes que sufren un episodiode anafilaxia deben ser estudiados en un servicio de Alergia para identificar elalérgeno responsable y poder así evitarlo (5). Sin embargo, estos pacientes estánpermanentemente en riesgo de sufrir un nuevo episodio de anafilaxia si entran encontacto de forma inadvertida con el alérgeno.
Debido a la gravedad de las reacciones y a la necesidad de conocer losmecanismos responsables de esta patología para innovar en nuevas terapiasefectivas, es necesario ampliar los estudios en este campo. Sin embargo, el estudiode los mecanismos inmunológicos subyacentes en el hombre es bastante complejo(6, 7). Gracias a la similitud del sistema inmunológico entre el hombre y el ratón yal desarrollo de cepas modificadas genéticamente, se han desarrollado con éxitomodelos murinos de anafilaxia que han supuesto un gran avance en elconocimiento de esta patología, permitiendo elucidar los mecanismosresponsables así como buscar nuevos tratamientos (8, 9). Por ello, estos modelosmurinos son cada vez más empleados (10).
1.1. Modelos murinos de anafilaxiaEstos estudios se iniciaron en 1941 (11). Desde entonces, las diferentes cepasde ratón empleadas en los modelos han permitido conocer mecanismosimportantes de las vías de la anafilaxia que, posteriormente, han sidocorroborados en el hombre.
1.1.1. Respuesta anafiláctica sistémica en los modelos murinosSe han descrito dos mecanismos independientes para explicar las reaccionesanafilácticas sistémicas en el ratón: la vía clásica y la vía alternativa (12). La víaclásica es mediada por la inmunoglobulina E que se encuentra unida al receptor
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
IgE de alta afinidad (FcεRI) presente en los mastocitos y basófilos. Elreconocimiento de un alérgeno a través de moléculas de IgE adyacentes, induce laagregación de los FcεRI, activando así los mastocitos y basófilos. Al activarse, seinduce una rápida liberación de histamina, proteasa-­‐1 de los mastocitos (MMCP-­‐1)y factor activador plaquetario (PAF). A continuación, se produce unavasodilatación, un aumento de la permeabilidad vascular, un aumento de lacontractilidad muscular cardíaca, y una caída de la temperatura corporal (13).
La vía alternativa es mediada por la inmunoglobulina G1 (IgG1), producidadurante el periodo de sensibilización (14). La IgG1 se une al receptor IgG1 de bajaafinidad, FcγRIII, localizado en los macrófagos y basófilos. Esta activación, induce laliberación de PAF (15). De la misma forma que la vía clásica, en esta vía se llegaríaa inducir una vasodilatación, un aumento de la permeabilidad vascular y unadisminución de la temperatura corporal. Sin embargo, la liberación de PAF induceuna disminución de la función miocárdica (13).
La estimulación de mastocitos y macrófagos se lleva a cabo a través dereceptores FcRs con motivos de activación en inmunoreceptores basados entirosina (ITAMs) localizados en el dominio intracitoplasmático de éstos. Lasupresión de estas vías se lleva a cabo, entre otros, por otros receptores celularescon ITIMs (motivos de inhibición en inmunoreceptores basados en tirosina) (12)(Figura 1).
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Vía VíaAntigeno 
clásica alternativa 
Pl-3K 
Histamina +PAF PAF ~ ~ 
~ / eNOS · ) 
Adrenalina 
----¡..___ Músculo liso ~Nt ...------ ~;-;1
-stat6 · Endotelio vascular ¡ 
 
Anafilaxia 
Figura 1. Vías clásica y alternativa de anafilaxia en el ratón. Modificado de 
Finkelman (12). Los receptores que activan los mastocit.os y macrófagos se 
muestran en verde mientras que aquellos que inactivan estas células se muestran 
en rojo. 
Otros autores han descrito niveles elevados de IgE e IgG específicas a cacahuete 
en modelos de anafilaxia, lo que supondría la activación de ambas vías de la 
anafilaxia (15, 16). Se postula que al administrar el antígeno por vía parenteral y 
alcanzar dosis elevadas en el torrente sanguíneo, se excede la capacidad de la IgGl 
de bloquear la unión del antígeno con la IgE-mastocito y desarrollándose así una 
anafilaxia sistémica mediada por IgG1 e IgE. Por otro lado, la administración del 
antígeno por vía oral o las bajas dosis recibidas por vía parental se relacionan más 
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
frecuentemente con la activación casi exclusiva de los mastocitos a través de la IgE(17).
Por otro lado, la IgG1 es capaz de bloquear la anafilaxia dependiente de IgEbien interfiriendo con el antígeno antes de que induzca la activación mastocitaria através del sobrecruzamiento en el FcεRI o bien a través de la formación deinmunocomplejos IgG-­‐antígeno-­‐IgG que induciría una señal inhibitoria a través desu unión con el receptor inhibidor FcγRIIb (receptor IgG que contiene ITIM) (18).
Se han descrito diferencias notables entre cepas en este campo. Smit y cols (19)en su modelo de anafilaxia inducida por cacahuete observan un mayor descenso dela temperatura corporal en los ratones C3H/HeOuJ al reducir el número deplaquetas, comparado con la cepa BALB/c, lo que sugiere que parte de la activaciónde la vía alternativa es dependiente de las plaquetas. De esta forma, postulan quela activación de los mastocitos induciría la liberación de histamina y PAFactivándose a continuación los monocitos y macrófagos, liberándose mayorcantidad de PAF lo que activaría las plaquetas. En otras cepas, como por ejemplolos ratones C3H/HeSn (20) y C57BL/6 (19), también se describe la participaciónde la vía alternativa.
Arumugam y cols. (21) observan una gran variabilidad en el número demastocitos en los tejidos de las diferentes cepas. En su caso, los mastocitostisulares de los ratones 129S5 presentan, con respecto a los ratones BALB/c, unaumento de la capacidad proliferativa y una disminución de la frecuencia deapoptosis junto con una mayor sensibilidad a la histamina plasmática. Dado que lahistamina produce un efecto vasodilatador, se induciría un mayor descenso de la
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
temperatura corporal al desencadenarse una reacción IgE mediada en esta cepa deratón.
Así, la predisposición genética presente en las distintas cepas tendrá unarepercusión importante en la activación de las diferentes vías que inducen larespuesta anafiláctica. De ello se deduce que la elección de la cepa adecuada serácrucial para la obtención del modelo de anafilaxia más conveniente.
Por otro lado, se ha descrito como la IgG2a puede actuar como un anticuerpobloqueante y antagonizar de forma efectiva la respuesta alérgica. Tanto en losratones tratados con inmunoterapia específica como en el hombre, se detectanniveles elevados de IgG2a e IgG4, respectivamente (22, 23). En el hombre, losniveles elevados de IgG4 se han asociado además con la mejoría clínica en lospacientes que reciben inmunoterapia subcutánea (24). En los ratones, eltratamiento con inmunoterapia específica induce una elevación de los niveles deIgG2a que se correlacionan de forma inversa con una disminución de lahiperreactividad bronquial (25). Se ha descrito como los anticuerpos IgG2a puedeninterferir con la liberación de mediadores por parte de los mastocitos y basófilosmediada por IgE e inhibir la formación de inmunocomplejos desencadenados porotras IgGs (26), protegiendo así de la reacción anafiláctica.
1.1.2. Cepas murinas en anafilaxiaTradicionalmente, se ha utilizado la cepa BALB/c para caracterizar el fenotipoalérgico y, a través de esta cepa, se han podido describir las diferentes vías de laanafilaxia en el ratón (12, 15). Además, esta cepa ha permitido estudiar los efectosde tratamientos como las vacunas multivalentes (que contienen alérgenos disparesprovenientes de alimentos, ácaros, epitelios, pólenes, y veneno de avispa) que
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evitan la sensibilización y protegen de la anafilaxia y que, potencialmente, podríanser aplicables en el hombre (27). También, la cepa BALB/c ha permitido conocerparte de las diferencias en los mecanismos observados entre la sensibilizaciónalérgica y la tolerancia oral, lo que podría permitir conocer los mecanismosreguladores y evitar la sensibilización alérgica en los niños (28).
La cepa 129SvEvBrd ha demostrado una mayor sensibilidad a la histamina y lapresencia de un mayor número de mastocitos en los tejidos, por lo que es mássusceptible a la anafilaxia mediada por IgE y los mastocitos. Así, el uso de esta cepapermitiría estudiar en profundidad la anafilaxia mediada por IgE y la biología delos mastocitos en este tipo de reacciones alérgicas (21).
Una tercera cepa, la cepa C57BL/6, se ha utilizado para generar ratonestransgénicos (“knockout”). Con ella, se ha establecido la participación de lasinmunoglobulinas específicas y los mastocitos funcionales en la anafilaxiasistémica (29), y la implicación del Receptor de IgG2a e IgG2b (FcγRIV), losneutrófilos y el factor activador de plaquetas (PAF) en la anafilaxia tanto activacomo pasiva (30).
Por último, otra cepa que ha permitido conocer la contribución de la IgEespecífica, la liberación de histamina y la desgranulación mastocitaria en laanafilaxia sistémica es la C3H/HeJ (31). Los síntomas clínicos observados en estacepa en los modelos que se han generado de anafilaxia se asemejan a losaparecidos en el hombre por lo que posteriormente ha sido empleada paraestudiar tratamientos, como es el caso de la fórmula de hierbas chinas que hademostrado ser útil para bloquear las reacciones anafilácticas (32). Las infecciones
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
por helmintos también han demostrado protección frente al desarrollo de lasensibilización alérgica (33, 34).
Finalmente, los ratones transgénicos se han empleado para demostrar lainhibición de la desgranulación de los mastocitos y basófilos a través de losreceptores FcεRI por medio de una proteína de fusión bifuncional de unainmunoglobulina humana Fcγ-­‐Fcε que podría terminar en un tratamiento deinmunoterapia (35).
Sin embargo, no todas las cepas son adecuadas para el estudio de la anafilaxia.Por ejemplo, las cepas AKR/J y la CBA/J, empleadas extensamente en estudios dealergia respiratoria (36, 37), han demostrado no ser adecuadas para la inducciónde la alergia alimentaria (20, 38).
De esta forma, aunque todos los modelos murinos han sido validados, cadaestudio requiere una cepa concreta para obtener la respuesta clínica einmunológica más satisfactoria. Sin embargo, hay pocos estudios que comparen lascaracterísticas específicas de las cepas de ratón, por lo que resulta difícil compararlos resultados obtenidos entre los diferentes estudios. En este sentido, son pocoslos estudios en los que se comparan las características de las cepas BALB/c yC3H/HeOuJ y, hasta la fecha, nunca se ha descrito en un modelo de anafilaxiasistémica inducida mediante la administración del alérgeno por víaintraperitoneal. En este estudio y basándonos en datos previos de nuestro grupo(39), inicialmente se ha querido comparar dos cepas diferentes en cuanto a larespuesta clínica e inmunológica para selección la más adecuada para el estudio deprotección con antígenos del Anisakis simplex.
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
1.1.3. Modelos murinos de anafilaxia. Uso de cacahuete como antígenoLa alergia al cacahuete tiene unas características propias. En primer lugar, esuna de las alergias alimentarias más frecuentes, de inicio en la primera infancia yque no suele resolverse de forma espontánea con los años (40). Es la principalcausa de muerte por reacciones alérgicas con alérgenos alimentarios (41).Actualmente, se estima que afecta al 2% de los niños que viven en paísesindustrializados y su incidencia está en aumento (42). En los últimos años, se hanrealizado varios estudios que podrán suponer grandes cambios en el diagnósticode la alergia al cacahuete mediante el test de activación de basófilos (43), en sutratamiento mediante protocolos de inmunoterapia oral (44) e incluso en suprevención mediante la administración de cacahuete de forma temprana (45).
Se han descrito características propias del cacahuete como alérgeno: por unlado, tienen gran cantidad de proteínas cuyos epítopos se unen a los linfocitos B yT desencadenando una respuesta alérgica IgE mediada (46, 47). Además, estásproteínas son capaces de resistir la digestión gástrica (46), lo que se relaciona consu capacidad de desencadenar reacciones alérgicas graves. El alérgeno mayoritarioAra h1 es capaz de activar las células dendríticas de tal forma que éstas inducenuna respuesta Th2 (48).
Por otro lado, Khodoun y cols. (49) a través de ratones transgénicos, handescrito como el cacahuete es capaz de inducir un shock anafiláctico activandodirectamente la vía del complemento y la desgranulación mastocitaria al mismotiempo.
Dada la gran potencia y estabilidad, el cacahuete se ha utilizado ampliamenteen los modelos de anafilaxia (19, 20, 29, 31-­‐33, 38, 49-­‐53).
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2. Infección por parásitos y alergia 
Los parásitos son animales invertebrados capaces de provocar enfermedades 
en el hombre y en otros animales. Las infecciones por parásitos se adquieren 
habitualmente de fuentes exógenas y los parásitos penetran por vía oral, a través 
de la piel o a través de las picaduras de artrópodos vectores. La transmisión de 
estas enfermedades se facilita por la contaminación del entorno con desechos de 
animales y humanos. Las parasitosis son, con frecuencia, crónicas pudiendo 
prologarse durante meses o años (54). 
2.1. Clasificación parás itos 
Según sus características biológicas, morfológicas y fisiológicas, los parásitos 
patógenos para el hombre se han clasificado en protozoos, hongos, helmintos y 
artrópodos. A su vez, los helmintos se dividen en platelmintos (trematodos y 
cestodos) y nematodos (Tabla 1). 
Clasificación de los parásitos patógenos 
Protozoos 
Ameba 
Flagelados 
Ciliados 
Esporozoos 
Hongos Microsporidios 
Helmintos Platelmintos 
Nematodos 
Cestodos 
Nematodos 
Artrópodos 
Miriápodos 
Pentastomida 
Crustáceos 
Arácnidos 
Insectos 
Tabla l. Clasificación de los parásitos según sus características biológicas, 
morfológicas y fisiológicas. Extraído de Murray y cols. (54). 
Los helmintos son unos microorganismos pluricelulares complejos que tienen 
forma alargada y simetría bilateral. Su tamaño es mucho mayor que el de los 
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parásitos protozoarios y habitualmente son macroscópicos, con un tamaño queoscila entre 1 mm a 1 cm o más. Los helmintos poseen con frecuencia unaselaboradas estructuras de fijación localizadas generalmente en la región anterior,como pueden ser ganchos, ventosas, dientes o placas. Poseen también un sistemaexcretor y nervioso primitivos. Los helmintos se subdividen a su vez enplatelmintos y nematodos. Los primeros presentan cuerpo aplanado mientras quelos segundos presentan cuerpos cilíndricos. Los platelmintos engloban losnematodos y los cestodos (54).
2.2. El sistema inmune y la infección por parásitos
2.2.1. Respuesta inmune inducida por los parásitos en el huésped
Los parásitos se caracterizan por su habilidad para mantener una infeccióncrónica en los huéspedes. Para ello, deben modular la respuesta inmune delhuésped de forma que o bien se supriman las respuestas efectoras desarrolladaspara eliminar al parásito o bien éstas sean ineficaces, prolongándose así susupervivencia. Esta inmunomodulación es necesaria para evitar la aparición derespuestas inmunes contra el parásito y, por otra parte, para evitar que estareacción dañe al propio huésped.
Las respuestas inmunes que inducen los helmintos en el hombre, aunquepuede variar entre las distintas especies de parásitos, presenta característicascomunes. Se produce un primado y expansión de linfocitos Th2 productores de IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐9 e IL-­‐13 que inducen la producción de IgE antígeno-­‐específica y laactivación de eosinófilos. La inducción de esta respuesta Th2 en el huéspedpretende aislar y matar al parásito (55). Por el contrario, la inducción derespuestas Th1/Th17 en el huésped no protege frente a la infección parasitaria y
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se relacionan directamente con la aparición de síntomas clínicos graves ypotencialmente mortales (56).
La modulación de los helmintos actúa a distintos niveles: por un lado, en elsistema inmune innato, alterando la función de las células dendríticas, célulaslinfoides innatas (ILC) y macrófagos; por otro, en el sistema inmune adaptativodonde los helmintos inducen la expansión de linfocitos T y B reguladores (Tregs yBregs, respectivamente) produciéndose una hiporrespuesta de los linfocitos Tefectores (57-­‐61).
En las células dendríticas, los helmintos son capaces de alterar su maduración ydisminuir su capacidad de responder frente a otros procesos infecciosos, como lainfección por Micobacterium tuberculosis, por ejemplo (62), o incluso de inducir suapoptosis (57). En estudios realizados con las ILC tipo 2, se ha observado como losproductos secretados por algunos parásitos (por ejemplo, H. polygyrus) inducen unbloqueo de la producción de IL-­‐33 lo que dificulta la activación de las ILC tipo 2(58). En muchos de los estudios desarrollados en pacientes con filariasis, seobserva también que la presencia de IL-­‐4 e IL-­‐13 induce la activación de losmacrófagos activados alternativamente (MAA) (59). Los MAA tienen una acciónfundamentalmente reguladora ya que son capaces de liberar IL-­‐10 y TGF-­‐β einterfieren con la activación de los linfocitos T CD4+ antígeno-­‐específicas. Lasupervivencia de los helmintos en el huésped se ha relacionado directamente conla activación de los linfocitos T reguladores (Treg) en el huésped las cuales, através de la liberación de IL-­‐10 y TGF-­‐β, reducen fuertemente la respuesta inmunefrente al parásito (60). Por último, en los linfocitos B la presencia de IL-­‐10 y T TGF-­‐
β induce un cambio de isotipo de las inmunoglobulinas a IgG4 (incapaz de unirse a
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los receptores de basófilos, mastocitos y eosinófilos) y la producción de más IL-­‐10(61). Con ello, se disminuye la respuesta efectora de los linfocitos T, lo que seconoce como “hiporrespuesta de los linfocitos T efectores” (60). A estahiporrespuesta se suma la inhibición de las células dendríticas descritapreviamente, ya que al alterarse la maduración de las células dendríticas se induceuna activación subóptima de los linfocitos T CD4+ (60). Por otra parte, hay unmayor número de linfocitos T circulantes que expresan el antígeno 4 del linfocito Tcitotóxico (CTLA-­‐4), importante inhibidor de la señalización en los linfocitos Tefectores) (61), participando así de esta hiporrespuesta.
Se ha observado que las personas portadoras de parásitos durante muchosaños y clínicamente asintomáticos (tolerantes immunológicamente hablando)presentan un perfil Th2 modificado en el que se encuentran niveles de IL-­‐5disminuidos pero sin cambios en los niveles de IL-­‐4 (58) junto con una expresiónmáxima de IgG4 (61).
De forma cronológica, los cambios inmunológicos observados en el huéspedson los siguientes: los helmintos pueden acceder al huésped a través de la barreracutánea activando las células linfoides innatas (ILC), los macrófagos, las célulasdendríticas, las células NK, los eosinófilos y los basófilos/mastocitos. Acontinuación, se induce la diferenciación de los linfocitos T CD4 naïve hacialinfocitos Th1, Th17 y Th2. Coincidiendo con la puesta de huevos del parásito, seproduce una expansión de los linfocitos Th2 y una disminución de las células Th1,lo que es absolutamente necesario para el huésped ya que en caso contrario seproduciría una enfermedad letal (63). Durante la infección crónica, se produce unaexpansión de los Treg productores de IL-­‐10 y TGF-­‐β que inhiben la activación de
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los macrófagos y suprimen la función de los linfocitos T memoria y T efectores 
(Figura 2) (60). 
Estas propiedades inmunológicas de los parásitos se han utilizado 
ampliamente para el tratamiento y prevención de procesos inmunológicos, en 
concreto, reacciones alérgicas . 
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Figura 2. Respuesta inmune en las infecciones parasitarias producidas en el 
hombre y sus evolución durante el tiempo de la infección. Modificado de Nutman 
(60). MAC: Macrófagos; Monos: Monocitos; DC: células dendríticas; Eos: 
eosinófilos; ILC: células linfoides innatas, NKs: células NK; Baso/MC: 
Basófilos/mastocitos; TCM: linfocitos T memoria; Teff: linfocitos T efectores. 
Introducción 40 
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2.3. Anisakis simplex
2.3.1. Clasificación A. simplexEl A. simplex es un parásito helminto que pertenece a la familia de losnematodos, clase rhabditae, orden ascaridida (Figura 3) capaz de infectar a lospescados y a los invertebrados, incluyendo los moluscos y los crustáceos.
Figura 3. Clasificación de los nematodos. El Anisakis simplex pertenece a la familiade los nematodos, clase rhabditae, orden ascaridida. Modificado de (64).
2.3.2. Ciclo vital de A. simplexEl huésped primario del A. simplex son los cetáceos (las ballenas y los delfines).Éstos liberan huevos al mar a través de sus heces. Dentro de ese huevo liberado, seproduce el cambio del estadio de la larva de L1 a L2, liberándose larvas vivas enestadio L2 que son ingeridas por crustáceos como el krill (primeros huéspedes
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intermedios). En ellos, la larva alcanza su estadio L3. Estos crustáceos son 
ingeridos, a su vez, por otros peces, otros crustáceos más grandes o por 
cefalópodos (segundos huéspedes intermedios). Dentro de éstos, la larva se 
encapsula en la superficie de órganos y músculos. Estos huéspedes intermedios 
pueden ser ingeridos por los cetáceos o por el hombre. En el primer caso, al ser 
ingeridos por los cetáceos, se t ransfieren las larvas en estadio L3 que se 
transforman en larvas estadio L4, LS y, finalmente, en adultos, capaces de liberar 
de nuevo huevos, completándose así el ciclo vital. En el segundo caso, el hombre, al 
comer estos pescados o mariscos que contienen larvas en estadio L3, se convierte 
en huésped accidental. En él, la larva no puede completar su ciclo vital (Figura 4) 
(65, 66). 
Huésped definitivo 
.......... • Huevos

--• • -.MAMIFEROS MARINOS ~ 
--. L1 v ~Adultos 
CICLO VITAL 
.,; CRUSTÁCEOS 
Lu + Lm ~ Larva-III 
 
" ~······ •• . __.,
J:el., ,f 
 
PECES, CEFALOPODOS,CRUSTÁCEOS 
Huésped intermediario 
Figura 4. Ciclo vital del Anisakis simplex. Extraído de Baeza (67). 
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
2.3.3. Enfermedades producidas por A. simplex en el hombreLa ingesta de pescado crudo o poco cocinado que contenga larvas de Anisakis
simplex en estadio L3 puede dar a enfermedades en el hombre. La primerareferencia del término “anisakiasis” (enfermedad provocada por el A. simplex) fuerealizada por Van en 1962 (68). La incidencia de estas patologías es muy extensahabiéndose diagnosticado más de 20.000 casos en todo el mundo y asociándose deforma estrecha al consumo de pescado crudo. Por ello, es más frecuente en Japóndonde, actualmente, se diagnostican entre 2.000 y 3.000 casos al año (69, 70),seguido de Europa y algunos países de África y América del Sur (71).
En el hombre, las larvas pueden penetrar en la mucosa gástrica, produciéndoseuna “anisakiasis gástrica aguda” (71). En ésta, se presentan síntomasgastrointestinales agudos (dolor abdominal, vómitos, diarrea) sin asociar síntomasalérgicos y su tratamiento debe incluir en muchos casos la retirada de la larva pormedio de una endoscopia. Por otro lado, se pueden desencadenar una “anisakiasisgastroalérgica” (72) en la que aparecen síntomas alérgicos (desde la urticaria o elangioedema hasta la anafilaxia) sin asociar síntomas gastrointestinales o siendoéstos muy leves. Dichos síntomas alérgicos pueden aparecer hasta días después dela ingesta del pescado (73). Su tratamiento incluye el requerido para tratar lasreacciones alérgicas sin ser necesaria, habitualmente, la endoscopia. Alonso-­‐Gómez y cols. (74) demostraron que, para inducir síntomas alérgicos, el A. simplexdebía parasitar el tracto digestivo.
Se han descrito 13 alérgenos en el A. simplex. Los pacientes en primer lugarentran en contacto con los antígenos somáticos (tienen una función estructural enel parásito) y, posteriormente, con los antígenos de excreción/secreción
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
(productos secretados por el parásito para penetrar en los tejidos del huésped)(66). Estudios realizados con el extracto de excreción/secreción (E/S) del A.
simplex han observado una potencia antigénica mayor que en el extracto somático,medida por niveles de IgE específica y tamaño de pápula de pacientes alérgicos aeste parásito (73). Además, los alérgenos reconocidos por los pacientes alérgicos al
A. simplex provienen, la mayoría de ellos, de los productos de E/S (71).
Las dos patologías descritas en relación con el A. simplex se correspondenprobablemente con la respuesta del huésped a la infección parasitaria. Larespuesta mediada por IgE que desencadena los síntomas alérgicos facilitaría laexpulsión del parásito. Sin embargo, la ausencia de esta repuesta puede limitar laexpulsión permitiendo que la larva penetre en la mucosa gástrica (75).
2.4. Teoría de la higiene y el equilibrio Th1/Th2En 1989, Strachan postuló la “Teoría de la higiene” (76), por la cual elincremento de la incidencia en las enfermedades alérgicas observado en losúltimos años en los países industrializados podría ser debido a una disminución dela exposición a infecciones en la infancia. La falta del estímulo de la inmunidaddirigida a patógenos, potenciaría la respuesta inmune tipo 2 (mediada porlinfocitos Th2 e inductora de la respuesta alérgica por IgE) a costa de la respuestatipo 1 (mediada por linfocitos Th1 y responsable de la respuesta inmune frente ainfecciones virales, bacterianas o causadas por protozoos) (77). Sin embargo, losestudios epidemiológicos realizados hasta la fecha no han demostrado unaasociación directa e inversa entre la sensibilización alérgica y las infeccionesrespiratorias en la infancia. Se ha postulado que el ascenso de la patología alérgicase asocia también con el uso de antibióticos en la infancia y los cambios en la dieta,
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
cuya influencia en la microbiota intestinal podría alterar la maduración del sistemainmune, induciéndose así la respuesta alérgica (78).
Sin embargo, el incremento de las enfermedades alérgicas en los paísesindustrializados se ha asociado paralelamente con un aumento de la incidencia delas enfermedades autoinmunes (mediadas por una respuesta Th1), como ladiabetes tipo I o la esclerosis múltiple (79). Además, los defectos en la vía deseñalización de la IL-­‐12 o el IFN-­‐γ (citoquinas promotoras de una respuesta Th1)no se relacionan con una mayor gravedad de las enfermedades alérgicas (80). Deesta forma, el paradigma Th1/Th2 no parece explicar completamente lasdiferencias observadas en la prevalencia de enfermedades alérgicas y autoinmunesen las distintas regiones, por lo que deberán existir otros mecanismos que lasjustifiquen y que, probablemente, sean comunes tanto en las respuestas tipo 1como en las tipo 2.
En los países en vías de desarrollo se ha observado una mayor prevalencia delas infecciones parasitarias. Curiosamente, y a pesar de que tanto las infeccionesparasitarias como las patologías alérgicas comparten los mecanismos de respuestainmune tipo 2, varios autores relacionan las infecciones por helmintos con unamenor incidencia de asma bronquial (81) y atopia (entendida como positividad enlas pruebas cutáneas) (82, 83). Además, se ha observado un incremento de laatopia en pacientes de zonas endémicas parasitarias que recibieron un tratamientoanti-­‐helmíntico (84-­‐86). Aunque los estudios son controvertidos porque otrosautores no observan que las infecciones por helmintos disminuyan la incidencia deasma bronquial (87, 88). Varias revisiones posteriores postulan que las diferenciasencontradas en estos estudios podrían deberse a varios factores como son las
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
especies de parásitos estudiadas, la duración y la intensidad de la infecciónparasitaria y el momento de la infección en relación con la sensibilización alérgica(89-­‐93). En un intento de aclarar estas diferencias, el grupo de Leonardi-­‐Bee y cols.(94, 95) realizaron dos metanálisis. En el primero encuentran que la infección por
Ascaris lumbricoides se asocia a un mayor incidencia de asma bronquial, mientrasque la infección por Necatus americanus se asocia con una reducción de la misma,siendo más intensa esta protección en las infecciones más graves. Sin embargo, nose encontró esta asociación en otras parasitosis intestinales (como en lasproducidas por Tricuris trichuria, Enterobius vermicularis y Strongyloides
stercoralis). La mayor diferencia entre N. americanus y el resto de parásitosintestinales es su ciclo vital: la entrada del N. americanus en el huésped sucede através de la barrera cutánea, alcanza el torrente sanguíneo y a través de él llega alos pulmones, ascendiendo por la tráquea hasta ser deglutidos, residiendoposteriormente en el intestino delgado. Scrivener y cols. (81) postulan que paradarse la protección observada en estos parásitos es necesaria la existencia de unafase sistémica en el huésped. En el segundo metanálisis, Feary y cols. (95),observan que las infecciones por Ascaris lumbricoides, Tricuris trichuria, Necatus
americanus y Schistosoma mansoni se relacionan con una disminución del riesgo deatopia.
2.5. Equilibrio Th1/Th17/Th2/TregLos Treg son capaces de inhibir la respuesta de los linfocitos Th1 y Th2 in vitroa través del contacto directo célula-­‐célula, pudiendo controlar el desarrollo deenfermedades alérgicas y autoinmunes. Las células Treg se desarrollan a partir delos linfocitos T CD4+ y se caracterizan por la expresión de Foxp3, siendo su
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fenotipo CD4+CD25highFoxp3+. En el hombre, existen dos poblaciones de Treg, lasCD4+CD25highFoxp3+ llamadas naturales o centrales (nTreg) que se desarrollan enel timo y las adaptativas o inducidas (aTreg) que se desarrollan en la periferia bajola influencia de ciertas citocinas como TGF-­‐β. Las Treg se caracterizan por producirTGF-­‐β e IL-­‐10 (96).
Los linfocitos Th17, secretoras de IL-­‐17, se han relacionado con la inducción yel mantenimiento del daño tisular ya que son capaces de inducir en la mayoría delas células del parénquima la producción de citocinas proinflamatorias como elfactor de necrosis tisular alfa (TNF-­‐α), IL-­‐1β e IL-­‐6 y otras quimiocinasproinflamatorias como el CXCL8 (97).
Los linfocitos Th1, Th17, Th2 y Treg son capaces de antagonizarse entre ellos.La IL-­‐12, promotora de la diferenciación de los linfocitos Th1, inhibe el desarrollode las células Th2. La IL-­‐4, promotora de los linfocitos Th2, inhibe el desarrollo delas células Th1. El interferón-­‐gamma (IFN-­‐γ), producido por las células Th1,bloquea el desarrollo de los linfocitos Th17 y Th2. Por último los linfocitos Treginhiben el desarrollo de las células Th1 y Th2 por contacto directo (Figura 5,izquierda). En el desarrollo de la enfermedad alérgica se ha observado unadisminución de los linfocitos aTreg circulantes que frecuentemente se asocia con elaumento de los linfocitos Th17 que al activar los mastocitos, inducen la liberaciónde citocinas proinflamatorias (como el factor de necrosis tumoral, TNF-­‐α)induciendo una inflamación marcada y el remodelado de la vía aérea. Así, en laenfermedad alérgica, se activan y maduran las células dendríticas de tal maneraque éstas inducen el primado y la diferenciación de las células inflamatorias Th2(iTh2) liberadoras de TNF-­‐α. Los linfocitos Th17 también contribuyen al
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desarrollo de la patología alérgica. Por otro lado, en los pacientes alérgicos 
asintomáticos se desarrollan tanto los linfocitos Th2 como los Treg productores de 
IL-10 (Figura 5, derecha) (98). 
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Figura 5. Equilibrio Th1/Th17/ Th2/Treg. A la izquierda, se muestra el equilibrio 
entre estos cuatro tipos celulares. A la derecha y arriba, se muestra como el 
desarrollo de las células inflamatorias Th2 junto con las células Thl7 inducen la 
enfermedad alérgica, mientras que la expansión de células Th2 junto con las Treg 
induce el desarrollo de una repuesta Th2 asintomática.. Modificado de Orihara y 
cols. (98). 
2.6. Infección por parásitos y enfermedades alérgicas 
Como ya se ha mostrado previamente, muchos de los estudios realizados en 
poblaciones endémicas de parásitos muestran una asociación de éstos con un 
menor riesgo de presentar atopia y asma bronquial. A pesar de que tanto los 
helmintos como las enfermedades alérgicas desencadenan una respuesta Th2, [as 
diferencias en sus mecanismos son notables. Las respuestas Th2 alérgicas inducen 
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una mayor producción de IL-5 y una menor producción de IL-10 e lgG4 que las 
respuestas Th2 modificadas por la infección parasitaria. Estas diferencias se 
detallan en la Tabla 11 (59). 
Mecanismos efectores Respuesta Th2 alérgica Respuesta Th2 parasitaria 
IL-10 + +++ 
IL-5 +++ + 
IL-4 +++ ++++ 
IL-13 +++ ++++ 
lgE +++ ++++ 
lgG4 + +++ 
Ratio células Th2 : Treg Th2 > Treg Th2 < Treg 
Tabla JI. Características de la respuesta Th2 alérgica frente a la respuesta Th2 
inducida en las infecciones por helmintos. Modificada de Fallon y cols (59). 
Muchos investigadores han tratado de trasladar la modulación del sistema 
inmune inducida por las infecciones parasitar ias a distintos modelos murinos de 
enfermedad alérgica para poder comprender los mecanismos responsables de 
cómo los parásitos son capaces de modular el sistema inmune favoreciendo esta 
protección. Esto podría ayudar a encontrar tratamientos potencialmente 
beneficiosos para esta patología. Además, se ha observado como la sustitución de 
los parásitos vivos por los antígenos derivados de helmintos ayuda a evitar los 
efectos adversos desencadenados por la infección parasitaria y permiten 
establecer de forma más precisa los mecanismos moleculares de modulación en el 
huésped (99). 
Recientemente, Evans y cols. (100) han realizado una revisión exhaustiva de 
estos estudios en animales. En cuanto a los modelos realizados sobre asma 
bronquial, la mayor parte de los estudios muestran como la administración de 
parásitos pueden proteger frente al desarrollo de hiperreactividad bronquial en 
varias cepas de ratón (14 estudios con administración temprana de parásitos vivos 
Introducción 49 
Prevención de Ja anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal 
(101-114) y 11 estudios con administración de antígenos derivados de helmintos 
(115-125)) . Por el contrario, Pinelli y cols. (126) encuentran que la administración 
de parásitos vivos no protege frente al desarrollo de alergia. Estos datos se 
encuentran resumidos en la Tabla III. 
Parásitos vivos o 
Efecto 
antígenos derivados HuéspedHelminto Referenciaprotector 
de helmintos 
 
Sí 
 (101) 
Sí 
Parásitos An,qiostronavlus costaricensis BALB/c 
Parásitos Heligmosomoides po/ygirus BALB/c (102) 
BALB/cySí Parásitos Heligmosomoides po/ygirus (103)C57BL/6 
BALB/cySí Parásitos Heligmosomoides po/ygirus (104) C57BL/6 
BALB/c y Sí Parásitos Heligmosomoides po/ygirus (105)C57BL/6 
 
Sí 
 Schistosoma japonicum (106) 
Sí 
Parásitos BALB/c 
(107) 
Sí 
Parásitos Schistosoma iaponicum BALB/c 
Schistosoma japonicum (108) 
BALB/cy 
Parásitos BALB/c 
Sí Parásitos Schistosoma mansoni (109)C57BL/6 
 
SÍ 
 (110) 
Sí 
Parásitos Schistosoma mansoni BALB/c 
Parásitos Schistosoma mansoni BALB/c (111) 
Sí (112) 
Sí 
Parásitos Schistosoma mansoni C57BL/6 
(113) 
Sí 
Parásitos Stron.avloides stercolaris BALB/c 
Trichinella spiralis (114) 
Sí 
Parásitos C57BL/6 
Antígenos (115) 
Sí 
Acanthocheilonema viteae BALB/c 
Antígenos Clonorchis sinensis BALB/c (116) 
BALB/c, 

Sí 
 Antígenos Nippostrongylus brasiliensis (117) 
C3H/Her 
C57BL/6 y 
C57BL/6 y 
Ascaris suumSí Antígenos (118)B10.A 
 
BALB/c, 
 
Sí 
 Antígenos Ascaris suum (119) 
A/J 

Sí 

C57BL/6 y 
Antígenos (120) 
Sí 
Heligmosomoides po/v.avrus BALB/c 
Antígenos He/i,qmosomoides po/v.qyrus (121) 
Sí 
BALB/c 
Antígenos Schistosoma japonicum BALB/c (122) 
Sí Antígenos (123) 
Sí 
Schistosoma mansoni BALB/c 
Antígenos (124) 
Sí 
Schistosoma mansoni BALB/c 
Antígenos (125) 
No 
Toxascaris leonina BALB/c 
(126) 
Tabla III. Modelos murinos sobre asma bronquial y prevención del desarrollo de 
Parásitos Toxocara canis BALB/c 
alergia. Modificado de Evans y cols (100). 
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Sin embargo, al analizar si esta protección se mantiene en modelos donde la 
sensibilización alérgica es inducida previamente a la inoculación de los parásitos, 
se encuentran 6 estudios en la literatura. Cuatro de ellos, muestran como los 
parásitos pueden tener un efecto terapéutico (Wilson y cols. (104) lo realizaron 
con parásitos vivos mientras que los otros tres se realizaron con antígenos 
der ivados de helmintos (115, 116, 127)). Por otro lado, los dos estudios restantes 
no encuentran dicho efecto terapéutico (Wohleben y cols. (128) lo realizaron con 
parásitos vivos, Trujillo-Vargas y cols. (117) lo realizaron con antígenos derivados 
de helmintos) (Tabla IV). 
Efecto 
protector 
Parásitos vivos o 
antígenos derivados 
de helmintos 
Helminto Huésped Referencia 
Sí Parásitos Heligmosomoides polygyrus BALB/cy C57BL/6 (104) 
Sí Antígenos Anisakis simplex BALB/c (1271 
Sí Antígenos Acanthocheilonema viteae BALB/c (115) 
Sí Antígenos Clonorchis sinensis BALB/c (116) 
No Parásitos Nippostrongylus brasiliensis BALB/cy C57BL/6 (128) 
No Antígenos Nippostrongylus brasiliensis 
BALB/c, 
C57BL/6 y 
C3H/HeJ 
(117) 
Tabla IV. Modelos murinos sobre asma bronquial y tratamiento de la alergia 
establecida. Modificado de Evans y cols (100). 
Las diferencias observadas entre los diferentes estudios podrían estar 
influenciadas por el tipo de infección (localizada vs sistémica), la intensidad de la 
infección (leve vs grave), la duración de la infección (aguda vs crónica) y por la 
especie de helminto empleado. 
Con respecto a los estudios realizados en modelos de anafilaxia sistémica y 
prevención de la alergia a través de los parásitos, en la literatura se encuentran 
tres estudios. Dos de ellos, fueron realizados en ratones BALB/c y C57BL/6 y uno 
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muestra como la infección parasitaria temprana es capaz de proteger frente al 
desarrollo de alergia (129), mientras que el de Michels y cols. (130) no pudo 
comprobar este efecto. Por otro lado, destaca el estudio realizado por Bashir y cols. 
(33) en ratones C3H/ /HeJ en los que se observa como la infección parasitaria 
protegía de la anafilaxia sistémica (Tabla V). 
Efecto 
protector 
Parásitos vivos o 
antígenos derivados 
de helmintos 
Helminto Huésped Referenicia 
Sí Parásitos Schistosoma mansoni BALB/cy C57BL/6 (129) 
Sí Parásitos Heligmosomoides polygyrus C3H/HeJ (33) 
No Parásitos Syphacia obvelata BALB/cy C57BL/6 (130) 
Tabla V. Modelos murinos sobre la anafilaxia sistémica y la prevención del 
desarrollo de alergia. Modificado de Evans y cols (100). 
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Hipótesis 
Las infecciones por helmintos desencadenan una respuesta inmunitaria Th2similar a la observada en las reacciones alérgicas. Curiosamente, la prevalencia deenfermedades alérgicas es más baja en aquellas zonas donde las infecciones porhelmintos son endémicas. Por ello, se hipotetiza que las infecciones por helmintospueden tener un efecto inmunomodulador e inhibir la respuesta anafiláctica. Paraverificar esta hipótesis, se desarrollará un modelo murino de anafilaxia sistémicaempleando el cacahuete como alérgeno y se estudiará la respuesta anafiláctica enlos ratones previamente expuestos a proteínas del Anisakis simplex.
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Objetivos
1. Objetivos primarios
• Desarrollar un modelo murino de anafilaxia sistémica inducida porcacahuete que permita obtener una respuesta clínica e inmunológicapotente.
• Analizar los efectos inhibitorios de dos antígenos del Anisakis simplex(antígeno somático y excreción/secreción (E/S)) en el modelo murino deanafilaxia.
2. Objetivos secundarios
• Comparar la respuesta clínica e inmunológica de dos cepas de ratón(C3H/HeOuJ y BALB/c) empleando el modelo murino de anafilaxia yseleccionar aquella cepa que presente una respuesta anafilácticaclínicamente más evidente.
• Optimizar la dosis de extracto de cacahuete necesario para lasensibilización.
• Analizar los efectos inmunomoduladores de los antígenos del Anisakis
simplex en la respuesta clínica e inmunológica (humoral y celular).
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Materiales y métodos 
El estudio realizado se divide en 3 fases: en primer lugar, se desarrolla elmodelo de anafilaxia y se compara las cepas C3H/HeOuJ y BALB/c, paraseleccionar aquella con una clínica de anafilaxia más acentuada. Posteriormente, seestudia la dosis de antígeno que produce una respuesta anafiláctica más evidente.Por último, se analiza el efecto protector de los antígenos del Anisakis simplex,tanto del extracto somático como del de E/S, sobre la anafilaxia.
1. Desarrollo del modelo de anafilaxia y selección de la cepa
1.1. Ratones y extractosSe adquirieron hembras de 5 semanas de vida de las cepas C3H/HeOuJ yBALB/c de los Laboratorios Charles River (Barcelona, España). Todos los ratonespermanecieron en ciclos controlados de 12 horas de luz-­‐oscuridad con acceso libreal agua y comida en el animalario de la Unidad de Medicina Experimental delHospital Gregorio Marañón (Madrid, España), siguiendo las Normativas Europeasde Experimentación Animal (Directiva: 86/609/EEC). Todos los experimentos hansido aprobados por el Comité de cuidados animales de esta institución. Todos losratones tuvieron un periodo de adaptación de 7 días previo al inicio del estudio yfueron vigilados diariamente y de forma estrecha por veterinarios ajenos alproyecto.
El extracto de cacahuete se realizó con frutos secos obtenidos de ProductosManzanares S.A., España. Se lavaron 370 g de cacahuete en agua destilada, setrituraron y se mezclaron con 500 ml de tampón fosfato (PBS, pH: 7,4),manteniéndose en agitación durante la noche a 8ºC. Se centrifugó el extracto a
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18.000 g durante 30 minutos a 4ºC. Tras retirar la fracción grasa, se obtuvo lafracción acuosa. Posteriormente, se dializó a PBS con una membrana Millipore® de3.000 Dalton, se concentró en una cámara Hamilton® y, finalmente, se pasó por unfiltro de 0,2 µm. El extracto obtenido se congeló a -­‐40ºC hasta su uso. Laconcentración de proteína se determinó mediante Bradford en 3 mg/ml. Una partede este extracto de cacahuete, se reservó para el cultivo de esplenocitosprocediéndose a la retirada de los lipopolisacáridos (LPS) mediante su filtrado porun gel eliminador de endotoxinas Detoxi-­‐Gel® (Thermo Scientific, Illinois, EEUU),siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido este nuevo extracto, sevolvió a pasar por un filtro de 0,2 µm y se procedió a determinar la concentraciónde proteína mediante Bradford siendo ésta de 2 mg/ml.
La toxina pertussis (TP) y el hidróxido de aluminio se obtuvieron de Sigma-­‐Aldrich (St. Louis, EEUU) y la Concanavalina A Sepharosa (conA) se obtuvo dePhadia (Uppsala, Suecia).
1.2. Protocolo de sensibilizaciónSe dividieron los ratones de ambas cepas (C3H/HeOuJ y BALB/c) en dosgrupos: al primero de ellos, se le administró extracto de cacahuete (grupo activo:C3H-­‐AC y BALB-­‐AC), mientras que el segundo recibió las dosis de suero salino(placebo) (grupo control: C3H-­‐NAC y BALB-­‐NAC). Los ratones del grupo activorecibieron tres dosis, una semanal, de cacahuete (500 µg), hidróxido de aluminio(1 mg) y TP (300 ng) por vía intraperitoneal (i.p.), siguiendo el protocolodesarrollado previamente por Baeza y cols. (39). Los ratones del grupo control deambas cepas recibieron dosis equivalentes de solución salina en presencia
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exclusivamente de adyuvantes. Se realizó una extracción sanguínea a todos los 
ratones de forma semanal, previa anestesia con isofluorano inhalado (Figura 6) . 
Cacahuete 
 
Suero salino 
 
J l l 
 
2 3 4 5 6 Semanas 
Extracción 
sanguínea t 
Figura 6. Protocolo de sensibilización para el desarrollo del modelo de anafilaxia y 
elección de la cepa más adecuada. 
1.3. Demostración de la sensibilización a cacahuete 
Se determinaron los niveles de lgE sérica y de lgE, lgGl e lgG2a específicas a 
cacahuete (slgE, slgGl y slgG2a, respectivamente) mediante ELISA. Todos [as 
determinaciones se realizaron por triplicado. 
1.3.1. Determinación de lgG1 e lgG2a específicas a cacahuete 
Se utilizaron las placas de microtitulación de 96 pocillos en las que se fijó el 
extracto de cacahuete diluido en buffer carbonato a una concentración de 1 mg/ml 
durante 18 horas a 4ºC. Las placas se bloquearon con 1 % albúmina bovina (BSA) 
en PBS durante dos horas a temperatura ambiente. Tras lavar las placas con 
tampón de borato sódico, pH 7,4 (BBS)-0,05% Tween 20 (Sigma), se incubaron 
durante 18 horas con sueros de los ratones diluidos en 1 % BSA-PBS (1/100, 
1/300, 1/900, 1/2700). Se realizó una curva de referencia en cada placa con 
diluciones seriadas del suero de un grupo de ratones hiperinmunes. Después de los 
lavados, se añadió un anticuerpo de cabra anti-IgGl o anti-IgG2a de ratón 
biotinilado (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, EEUU) y 
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estreptavidina a una dilución 1:2000 en BSA-­‐PBS (Zymed, San Francisco, CA,EEUU), se lavó y, posteriormente, se incubó con p-­‐nitrofenil fosfato (BoehringerMannheim, GmbH, Alemania). Una hora después, se procedió a la lectura de laplaca mediante espectrofotómetro BioRad® a una longitud de onda de 405 nm. Sedeterminaron unidades arbitrarias (U.A.) por extrapolación de los valores de laabsorbancia en la curva patrón realizada con el suero hiperinmune.
1.3.2. Determinación de la IgE específica a cacahueteLa medición de IgE específica se realizó mediante ELISA de forma similar.En este caso, las muestras se incubaron previamente con Sepharosa proteína G(Phadia, Uppsala, Suecia) para la absorción previa de la IgG sérica. Se añadieronbolas de proteína G-­‐absorbente y se incubaron durante 18 horas a 4ºC para,posteriormente, recuperar el sobrenadante. Para la realización del ELISA, en placassimilares incubadas con extracto de cacahuete, se empleó anticuerpo de cabra anti-­‐IgE de ratón biotinilado a una concentración de 6 µg/ml (Becton Dickinson,PharMingen, San Diego, CA, EEUU). Tras lavar, se añadieron 0,62 µg/ml deestreptavidina. Por último, se añadieron 50 µl/pocillo de TMB peroxidasa (3,3´5,5´-­‐tetrametil benzidina, KirKegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD,EEUU). La reacción se paró con ácido fosfórico 2M cuando los standards seriadospresentaban coloración gradual. La lectura de las placas se realizó a 450-­‐650 nm.Se determinaron unidades arbitrarias (U.A.) por extrapolación de los valores de laabsorbancia en la curva patrón realizada con el suero hiperinmune.
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1.3.3. Determinación de lgE total 
La medición de lgE total se realizó mediante ELISA de un modo similar a la 
técnica anterior, empleando lgE de ratón purificada para la curva de referencia 
(PharMingen) y anticuerpo monoclonal anti-IgE de ratón. 
1.4. Valoración de la respuesta anafiláctica 
1.4.1. Protocolo de provocación 
A las 6 semanas de la dosis inicial de sensibilización, todos los ratones 
fueron provocados mediante la administración i.p. de 1 mg cacahuete, 
induciéndose así una respuesta anafiláctica (Figura 7). 
Cacahuete 
 
Suero salino Provocación 
 
cacahuete 
 
l J l J 
2 3 4 5 6 Semanas 
Figura 7. Protocolo de provocación para el desarrollo del modelo de anafilaxia y 
elección de la cepa más adecuada. 
1.4.2. Puntuación de síntomas 
Después de la provocación de los ratones con el cacahuete, se evaluaron los 
síntomas anafilácticos cada 2 minutos durante un tiempo total de 30 minutos. Para 
su determinación, se empleó una valoración de los síntomas descrita por Xu y cols. 
(131) y detallada en la Tabla VI. El investigador encargado de valorar los síntomas 
de la anafilaxia era diferente en todo momento del que medía la temperatura 
corporal, para mantener la objetividad del resultado. 
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Punt uación de 
síntomas Grados de shock Descripción 
o No signos de shock 
1 Shock leve prurito, piloerección, disnea y disminución de la actividad 
espontánea 
2 Shock moderado postración, lentitud de movimientos, escasa actividad tras la estimulación 
3 Shock grave paresia, inactividad tras la estimulación con o sin 
convulsiones 
4 Muerte dentro de los 30 
minutos 
Tabla VI. Descripción de la puntuación de síntomas anafilácticos (score clínico) 
descrito por Xu y cols. (131). 
1.4.3. Temperatura corporal 
Al mismo tiempo que la puntuación de síntomas, se midió la temperatura 
corporal empleando un termómetro rectal (4600 thermometer, Measurement 
Specialities, Temperature Products Group, Ohio, USA). 
1.4.4. Determinación de histamina 
Se seleccionaron, en un experimento independiente, 6 ratones 
sensibilizados de cada cepa (BALB/c y C3H/ HeOuJ) y se extrajo sangre, 15 minutos 
después de la provocación i.p. con cacahuete. Para la medición de la histamina 
basal se procedió a la extracción sanguínea, 24 horas antes de la provocación con 
cacahuete. Los ratones que fueron empleados para esta medición, no participaron 
en la evaluación de la respuesta anafiláctica. La muestra sanguínea se introdujo en 
tubos fríos que contenían 7,5% EDTA-potasio. Tras centrifugarlos a 900 g durante 
10 minutos a 4ºC, se congelaron las alícuotas a -80ºC hasta su posterior 
determinación. La medición de histamina se realizó mediante un kit de 
inmunoensayo (ImmunoTECH Inc., Marsella, Francia) según la recomendación del 
fabricante. Brevemente, se mezclaron el tampón de acilación con las muestras y la 
solución de acilación reconstituida. Posteriormente, se distribuyeron las muestras 
en los pocillos, junto con el conjugado histamina-fosfatasa alcalina reconstituido y 
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se incubó durante 18 horas a 8ºC sin agitación. Tras lavar las placas con la soluciónde lavado, se añadió el sustrato (para-­‐nitro fenil fosfato mezclado con el tampón desustrato) y se incubó durante 30 minutos, a 24ºC, en agitación (350 rpm) en laoscuridad. La reacción se paró con hidróxido de sodio 1N y se leyó la absorbancia a405-­‐414 nm.
1.5. Determinación del perfil de citocinas
1.5.1. Aislamiento, cultivo y estimulación de esplenocitosTerminada la provocación con cacahuete, se sacrificaron los ratones y se lesextirpó el bazo, extrayendo los esplenocitos mediante disgregación con 2 pinzasestériles. Tras recoger la suspensión celular, se lavaron empleando RPMI-­‐1640 con2% de suero bovino fetal (FBS) inactivado, 2mM L-­‐glutamina, 1%estreptomicina/penicilina y 0,05 mM 2-­‐mercaptoetanol. A continuación, losesplenocitos se suspendieron en RPMI-­‐1640 con 10% FBS inactivado, 2 mM L-­‐glutamina, 1% de estreptomicina/penicilina, 0,05 mM 2-­‐mercaptoetanol. Secultivaron los esplenocitos en una placa de 96 pocillos (5x105 células/pocillo) enpresencia o en ausencia de extracto de cacahuete sin LPS a 37ºC en una atmosferade 5% CO2. Se recogieron los sobrenadantes 72 horas después, que se mantuvieroncongelados a -­‐80ºC hasta su posterior determinación.
1.5.2. Determinación de citocinasLa medición de IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐13, IL-­‐12, IFN-­‐γ, IL-­‐10 se realizó medianteELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Biosciences, San Diego, CA,EEUU). Brevemente, se utilizaron las placas de microtitulación de 96 pocillos en lasque se fijó el anticuerpo de captura y se incubaron a temperatura ambientedurante 18 horas. Tras lavar las placas con tampón de borato sódico, pH 7,4 (BBS)-­‐
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0,05% Tween 20 (Sigma), se bloquearon con 1% BSA-­‐PBS durante 2 horas a 37ºC.Se añadieron las muestras y se incubaron durante 18 horas a temperaturaambiente. Posteriormente, se añadió el anticuerpo biotinilado en 1% BSA-­‐PBS, seincubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y se añadió la estreptavidina-­‐enzima peroxidasa de rábano picante (HRP). Se mantuvo a temperatura ambientey resguardado de la luz durante 20 minutos. Se añadió la mezcla de TMB. Lareacción se paró con ácido fosfórico 2M cuando los standards seriadospresentaban coloración gradual. La lectura de las placas se realizó a 450-­‐650 nm.
2. Selección del protocolo de anafilaxiaUna vez seleccionada la cepa C3H/HeOuJ, se inició la búsqueda de la dosis deantígeno más adecuada para el modelo.
2.1. Protocolo de sensibilización y protocolo de provocaciónSe dividieron los ratones en cuatro grupos. Tres de estos grupos recibieronlas diferentes dosis del extracto (grupos activo) y uno recibió dosis de suero salino(grupo control).
Cada grupo activo recibió de forma semanal tres dosis i.p. de cacahuete: 250
µg p en el primer grupo (AC-­‐250), 100 µg en el segundo grupo (AC-­‐100) y 50 µg enel tercer grupo (AC-­‐50). Todas las dosis fueron combinadas con hidróxido dealuminio (1 mg) y TP (150 ng). Los ratones del grupo control (NAC) recibierondosis equivalentes de solución salina en presencia exclusivamente de adyuvantes(Figura 8).
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Cacahuete 250 µg 
 
Cacahuete 100 µg 
 
Cacahuete 50 ¡19 
 
Suero salino 
 
1 J 1 
 
2 3 4 5 6 Semanas 
Figura 8. Protocolo de sensibilización para la selección de la dosis antigénica 
óptima para el modelo. 
2.2. Valoración de la respuesta anafiláctica 
2.2.1. Protocolo de provocación 
A las 6 semanas de la dosis inicial de sensibilización, todos los ratones 
fueron provocados mediante la administración vía i.p. de 100 µg cacahuete, 
induciéndose así una respuesta anafiláctica (Figura 9). 
Cacahuete 250 µg 
Cacahuete 100 µg 
Cacahuete 50 µg 
Suero salino Provocación 
cacahuete 
l 1 l l 
1 2 3 4 5 6 Semanas 
Figura 9. Protocolo de provocación para la selección de la dosis antigénica óptima 
para el modelo. 
2.2.2. Puntuación de síntomas y medida de la temperatura corporal 
Tras la provocación de los ratones con el cacahuete, se evaluaron los 
síntomas anafilácticos cada 5 minutos durante un tiempo total de 30 minutos. Para 
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su determinación, se empleó una tabla de puntuación de síntomas descrita por Xuy cols. (131). También, se midió la temperatura corporal cada 5 minutos.
3. Prevención de la anafilaxia con los extractos de Anisakis simplexUna vez seleccionada la dosis de antígeno más adecuada para el modelo, seprocedió a estudiar la capacidad de los extractos de Anisakis simplex, tanto elantígeno somático como el de E/S, de prevenir la anafilaxia en este modelo.
3.1. Extractos de Anisakis simplexPara el extracto somático, se compraron merluzas en el mercado local y seextrajeron las larvas vivas de A. simplex manualmente con pinzas. Se lavaronextensamente las larvas con agua estéril, se trituraron y se mezclaron con PBS (pH:7,4) manteniéndose en agitación durante la noche a 8ºC. Se centrifugó el extracto a18.000 g durante 30 minutos a 4ºC. Posteriormente, se dializó a PBS con unamembrana Millipore® de 3.000 Dalton, se concentró en una cámara Hamilton® y,finalmente, se pasó por un filtro de 0,2 µm. El extracto obtenido se congeló a -­‐40ºChasta su uso. La concentración de proteína se determinó mediante Bradford en3,78 mg/ml.
El extracto de excreción/secreción, se preparó en una solución de PBS (pH:7,4), gentamicina (150 µg/ml), vancomicina (10 µg/ml) y 1% glucosa a la que seañadieron 100 larvas vivas de Anisakis simplex (Figura 10) provenientes depescado fresco y se mantuvieron en una cámara a 37ºC y con 5% de CO2 durante 5días a una concentración de 2 larvas/ml. Posteriormente, se recogió elsobrenadante y se dializó a PBS con una membrana Millipore® de 3.000 Daltondurante la noche a 8ºC. Tras pasarlo por un filtro de 0,2 µm, se congeló a -­‐40ºC
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hasta su uso. La concentración proteica se determinó mediante el método deBradford en 32 µg/ml.
Figura 10. Larvas vivas de A. simplex extraídas de Merluccius merluccius compradoen la pescadería. Las larvas fueron cultivadas en una solución de PBS, gentamicina,vancomicina y glucosa.
3.2. Pretratamiento con los extractos de Anisakis simplexSe dividieron los ratones C3H/HeOuJ en cuatro grupos de nueve ratonescada uno. Los tres primeros fueron sensibilizados recibiendo 3 dosis (1 porsemana) por vía i.p. de 100 µg cacahuete cada una junto con los adyuvantes.Paralelamente, un grupo de ratones se trató a diario con una dosis i.p. de 100 µgdel extracto somático de A. simplex (grupo AC+AK), un segundo grupo con unadosis i.p. de 3 µg diaria del extracto de E/S de A. simplex (grupo AC+E/S), otrogrupo se trató a diario con una dosis i.p. con un volumen equivalente de soluciónsalina (grupo AC). Los ratones del grupo control, recibieron 3 dosis (1 por semana)
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de solución salina en presencia de adyuvantes y paralelamente, recibieron a diario 
dosis i.p. con un volumen equivalente de suero salino (grupo NAC). 
A todos los ratones, se les realizó una extracción sanguínea al inicio del 
estudio y, semanalmente, a partir de la semana 2. Previo a cada extracción 
sanguínea todos los ratones fueron anestesiados con isofluorano inhalado (Figura 
11). 
Cacahuete 
Suero salino 
1 l J 
 
o 2 3 4 5 Semanas 
Extracción 
sanguínea t t t 
Administración diaria de: 
Extracto antígeno somático A. simplex 
Extracto antígeno E/S A. simpfex 
Suero salino 
Figura 11. Protocolo de sensibilización para la prevención de la anafilaxia con los 
extractos de Anisakis simplex. 
3.3. Demostración de la sensibilización a cacahuete 
Se determinaron los niveles de lgE sérica y de lgE, lgG1 e lgG2a específicas a 
cacahuete (slgE, slgG1 y slgG2a, respectivamente) en sangre mediante ELISA 
siguiendo los protocolos descritos en el apartado 1.3. 
3.4. Valoración de la respuesta anafiláctica 
A las 5 semanas de la dosis inicial de sensibilización, todos los ratones 
fueron provocados mediante la administración i.p. de cacahuete, induciéndose así 
una respuesta anafiláctica (Figura 12). 
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Cacahuete Provocación 
 
Suero salino cacahuete 
 
1 1 J J 
o 2 3 4 5 Semanas 
Administración diaria de: 
Extracto antígeno somático A. simplex 
Extracto antígeno E/S A. simplex 
Suero salino 
Figura 12. Protocolo de provocación para la prevención de la anafilaxia con los 
extractos de Anisakis simplex. 
Tras la provocación de los ratones con el cacahuete, se evaluaron los 
síntomas anafilácticos a los 5, 10, 20 y 30 minutos post-provocación. Mediante la 
puntuación de síntomas descrita por Xu y cols. (131). Simultáneamente, se midió la 
temperatura corporal a los 5, 10, 20 y 30 minutos post-provocación. En otro 
experimento, se realizó la determinación de histamina en todos los grupos. 
3.5. Determinación del perfil de citocinas 
Terminada la provocación con cacahuete, se sacrificaron los ratones y se [es 
extirpó el bazo. El cultivo de los esplenocitos se realizó de forma análoga a lo 
descrito en el apartado 1.5 y se determinaron los niveles de IL-4, IL-5, IL-13, IL-12, 
IFN-y, IL-10. 
4. Procedimientos estadísticos 
Los resultados que se muestran corresponden a la media de tres 
experimentos diferentes. Se analizaron los datos mediante el software Stata ( v 
13,1, StataCorpo, TX, EEUU). 
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Se empleó el análisis de la variancia (ANOVA) con la corrección de Welchpara el estudio estadístico de inmunoglobulinas específicas (sIgE, sIgG1, sIgG2a),IgE total, temperatura corporal, histamina y citocinas. El score clínico se estudiómediante el test exacto de Fisher. Se expresan los resultados como la media ±error estándar de la media (ESM). Diferencias estadísticas menores a 0,05 seconsideraron positivas.
Además, el estudio estadístico de la puntuación de síntomas incluyó elalgoritmo cluster de las K-­‐medias. Este algoritmo es una técnica estadística noparamétrica que busca particionar un conjunto de objetos en grupos similares apartir de la información proporcionada por las variables observadas en cada unode ellos. Los objetos de un mismo grupo han de tener propiedades comunes ydiferenciadas de los objetos pertenecientes a otros grupos. Este algoritmoinicializa con dos individuos como medias de los grupos iniciales. El siguiente pasoes asignar a los individuos restantes el grupo cuyo centro sea el más cercano y asítener una partición inicial. Tras esto se calculan las nuevas medias de los grupos ysi se ha mejorado el criterio se reitera el proceso hasta alcanzar estabilidad. Elcriterio que se usa es la Suma de los cuadrados dentro de los grupos.
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Resultados 
l . Desarrollo del modelo de anafilaxia y selección de la cepa 
En este primer estudio, se aplicó el protocolo descrito en el punto 1 de los 
Materiales y Métodos en ratones de las cepas C3H/ HeOuJ y BALB/c. Brevemente, 
en los grupos activos de ambas cepas se realizó un protocolo de sensibilización 
administrando cacahuete y adyuvantes semanalmente (tres dosis) por vía i.p., 
mientras que los grupos controles de ambas cepas recibieron dosis equivalentes de 
salino y adyuvantes. A las 6 semanas del inicio del estudio, se realizó una 
provocación con cacahuete administrado por vía i.p. 
De esta forma, los grupos en los que se dividieron los grupos de ratones son los 
indicados en la Tabla VII. 
Número de 
ratones 
Sensibilización semanal 
(3 dosis) Nombre abreviado 
Ratones C3H/HeOuJ 7 Cacahuete + Al(OH)3 +TP C3H-AC 
7 Salino +Al(OHh + TP C3H-NAC 
Ratones BALB/c 7 Cacahuete + Al(OH)3+ TP BALB-AC 
7 Suero salino + Al(OHh + TP BALB-NAC 
Tabla VII. Grupos de ratones englobados en el primer estudio. 
1.1. Sensibilización al cacahuete 
Semanalmente se realizó una extracción sanguínea en los distintos grupos de 
ratones para la determinación de lgGl , lgG2a e lgE específicas a cacahuete (slgGl, 
slgG2a, slgE, respectivamente) así como niveles de lgE total. 
1.1.1. lgG1 e lgG2a específicas a cacahuete 
Tras la sensibilización, ambas cepas produjeron slgGl e slgG2a con un patrón 
similar y con un aumento progresivo de las mismas durante las semanas del 
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estudio. Comparativamente, los ratones C3H/HeOuJ produjeron niveles de slgG de 
forma más temprana y permanecieron constantemente más elevados que en los 
BALB/c. Los niveles de slgG1 fueron significativamente más elevados en la cepa 
C3H/HeOuJ a partir de la segunda semana (17.719 ± 2.242 UA en la cepa 
C3H/HeOuJ y 782 ± 264 UA, media± ESM, respectivamente) (p=0,0062) y esta 
diferencia se mantuvo durante las 6 semanas del estudio. En la semana 5 los 
niveles de slgG1 en el grupo C3H/HeOuJ aumentaron un 1.270% más que los 
niveles del grupo BALB/c (203.998 ± 42.281UAy16.057 ± 6.840 UA, media± ESM, 
p=0,0062). En los grupos control, no se detectaron inmunoglobulinas específicas 
(Figura 13). 
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Figura 13. Niveles séricos de lgGl específica a cacahuete en los grupos 
sensibilizados (C3H-AC y BALB-AC) y en los grupos control (C3H-NAC y BALB­
NAC) durante 6 semanas. Los resultados se expresan como la media ± ESM 
(*p<0,05; **p<0,01). 
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De forma análoga, los niveles de slgG2a fueron significativamente más elevados 
en la cepa C3H/ HeOuJ desde la segunda semana (12.272 ± 2.082 UA en la cepa 
C3H/HeOuJ y 971 ±23 UA en la cepa BALB/c) (p=0,0106). En la semana 5 los 
niveles de slgG2a en el grupo C3H/HeOuJ aumentaron un 1.314% más que los 
niveles del grupo BALB/c (81.774 ± 17.403 UA vs 6.221 ± 1.380 UA, 
respectivamente). En los grupos control, no se detectaron inmunoglobulinas 
específicas (Figura 14). 
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Figura 14. Niveles séricos de lgG2a específica a cacahuete en los grupos 
sensibilizados (C3H-AC y BALB-AC) y en los grupos control (C3H-NAC y BALB­
NAC) durante 6 semanas. Los resultados se expresan como la media ± ESM 
(*p<0,05; **p<0,01). 
1.1.2. lgE específica a cacahuete 
Los ratones sensibilizados de ambas cepas produjeron IgE específica a 
cacahuete en la semana 6 del estudio. Los ratones C3H/HeOuJ produjeron niveles 
Resultados 71 
Prevención de Ja anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal 
de lgE específica 540% más elevados (29,7 ± 4,7 UA/ml) que los BALB/c (5,5±1,3 
UA/ml) (p=0,007) (Figura 15). 
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Figura 15. Niveles de IgE específica a cacahuete en los grupos sensibilizados al 
inicio (Semana O, SO) y al finalizar el estudio (Semana 6, S6). Los resultados se 
expresan como la media± ESM (*p<0,05; **p<0,01). 
1.1.3. lgE total 
La Figura 16 muestra los niveles de lgE total de ambas cepas al inicio (semana 
O) y al final (semana 6) del estudio en los ratones sensibilizados. Tanto el grupo 
C3H/HeOuJ como BALB/c incrementaron significativamente los niveles de lgE 
total durante el estudio (729,7 ± 166,8 UA, p=0,0064 en el grupo C3H/HeOuJ y 
1.613,8 ± 434,8 UA, p=0,0137 en el BALB/c). Sin embargo, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de lgE total de ambas 
cepas en la semana 6. 
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Figura 16. Niveles de IgE total sérica en los grupos sensibilizados al inicio (Semana 
O; SO) y al finalizar el estudio (Semana 6; S6). Los resultados se expresan como la 
media± ESM (*p<0,05; **p<0,01). 
1.2. Respuesta anafiláctica 
En la sexta semana, todos los ratones C3H/HeOuJ y BALB/c fueron provocados 
mediante la administración de 1 mg de cacahuete por vía i.p .. Durante los 30 
minutos siguientes, se evaluaron detenidamente los síntomas y se midió la 
temperatura corporal. 
1.2.1. Síntomasy temperatura corporal 
Todos los ratones sensibilizados presentaron síntomas de anafilaxia y sufrieron 
un descenso brusco de su temperatura corporal. Los ratones no sensibilizados no 
sufrieron cambios tras la administración del extracto de cacahuete. Los ratones de 
la cepa C3H/HeOuJ presentaron una mayor puntuación de síntomas que los 
BALB/c (a los 30 minutos de la provocación con cacahuete, la mediana de los 
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síntomas en el grupo C3H-AC fue de 3-4 frente a una puntuación de 2 en el grupo 
BALB-AC). 
La temperatura corporal comenzó a descender en los grupos sensibilizados a 
partir del minuto 6, encontrándose diferencias estadísticamente significativas con 
respecto a los grupos de ratones no sensibilizados a partir del minuto 10 en el 
grupo C3H/HeOuJ (descenso de 0,94ºC frente a OºC, p<0,01) (Tabla VIII). Los 
ratones BALB/c comenzaron a presentar diferencias significativas con su grupo 
control a partir del minuto 18 (descenso de 1,86ºC en los sensibilizados frente a 
OºC en el grupo control, p<0,01). (Figura 17) 
Descenso de la temperatura corporal (!!C) (%) 
Minutos C3H-AC BALB-AC C3H-NAC BALB-NAC 
6 -0,43ºC (-1,11 %) -0,60ºC (-1,52%) OºC (0%) OºC (0%) 
10 -0,94ºC (-2,41%) -1,00ºC (-2,58%) OºC (0%) OºC (0%) 
14 -1,90ºC (-4,91%) -1,34ºC (-3,39%) OºC (0%) OºC (0%) 
20 -3,30ºC f-8,52%) -2,14ºC f-5,42%) OºC (0%) OºC (0%) 
24 -3, 70ºC (-9,55%) -2,50ºC (-6,33%) OºC (0%) OºC (0%) 
30 -4,42ºC (-11,41 %) -2,70ºC (-6,83%) -0,20ºC (-0,51 %) -0,33ºC (-0,86%) 
Tabla VIII. Porcentaje de descenso de la temperatura corporal tras la provocación 
con cacahuete en los ratones sensibilizados (AC) y los no sensibilizados (NAC). 
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Figura 17. Temperatura corporal en los ratones sensibilizados y en los controles 
durante 30 minutos y tras la provocación con cacahuete. Se muestran las 
diferencias significativas entre los grupos sensibilizados de las cepas C3H/HeOuJ y 
BALB/c (**p<0,01, *** p<0,001). 
Clínicamente y comparando con la cepa BALB/c, se observó que los ratones 
C3H/ HeOuJ sufrieron una reacción más intensa: la reacción se inició más 
rápidamente y los síntomas fueron más graves que en la cepa BALB/c y 
significativamente evidentes desde el minuto 14 (descenso de temperatura de 
1,90ºC en C3H/ HeOuJ frente a 1,34ºC en los BALB/c, p<0,01), encontrándose 
máximas diferencias a los 30 minutos (descenso de 4,42ºC en el grupo C3H/HeOuJ 
frente a 2,70ºC en el grupo BALB/c, p<0,001) . No se observaron diferencias 
significativas entre los grupos control de ambas cepas (Figura 17). 
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1.2.2. Niveles de histamina 
En un grupo paralelo de ratones, se midieron en ambas cepas los niveles de 
histamina plasmática liberada 15 minutos después de la provocación con 
cacahuete. Los niveles de histamina en los ratones C3H/ HeOuJ sensibilizados 
(19.608 ± 4.005 nMolar) fueron más elevados que en el grupo homólogo de 
ratones BALB/c (2 .895 ± 562 nMolar, p=0,0043), lo que concuerda con los 
síntomas clínicos observados. No se detectó liberación de histamina en los grupos 
controles (Figura 18). 
Histamina 
C3H/HeOuJ ** 
BALB/c 
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Figura 18. Niveles de histamina plasmática 15 minutos después de la provocación 
con cacahuete en ratones BALB/c y C3H/HeOuJ sensibilizados a cacahuete. Los 
resultados se expresan como la media± ESM (**p<0,01). 
1.3. Perfil de citocinas 
Tras la provocación, se sacrificaron todos los ratones y se midieron [as 
citocinas secretadas por los esplenocitos estimulados con cacahuete. Se midieron 
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las citocinas típicas de una respuesta tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13), tipo 1 (IFN-y e IL­
12) y una citocina reguladora (IL-10) en ambas cepas. 
El perfil de citocinas medido en los esplenocitos de ambas cepas fue mixto. 
Se encontró un aumento de los niveles de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), Thl 
(IFN-y) y reguladoras (IL-10) tras el estímulo específico. Sin embargo, los grupos 
control no liberaron ninguna citocina tras la estimulación celular con cacahuete. 
Destacan los niveles elevados de IL-5 en este modelo de anafilaxia (Tabla IX). 
Citocinas (pg/ml) C3H-AC BALB-AC Significación 
estadística 
IL-5 554± 87 1.901±656 p=0,008 
IFN-y 171±18 677 ± 224 p=0,048 
IL-10 351±64 615±198 p>0,05 
IL-13 163 ± 74 478±190 p>0,05 
IL-4 37±12 134±54 p=0,0381 
Tabla IX. Niveles de citocinas en los grupos sensibilizados de las cepas C3H/HeOuJ 
yBALB/c. 
Contrariamente a la intensidad de los síntomas anafilácticos observados 
previamente, los linfocitos de los ratones BALB/c produjeron niveles más elevados 
de citocinas que los ratones C3H/HeOuJ (Figura 19), encontrándose diferencias 
significativas en los niveles de IL-4 (134 ± 54 pg/ml en el grupo BALB/c frente a 37 
± 12 pg/ml en el C3H/HeOuJ, p=0,0381), (Figura 19A) e IL-5 (1.901 ± 656 pg/ml 
en el grupo BALB/c frente a 554 ± 87 pg/ml en el C3H/HeOuJ, p=0,008), (Figura 
19B). De forma similar, los niveles de IFN-y (Thl) fueron más elevados en la cepa 
BALB/c que en la C3H/HeOuJ (677 ± 224 pg/ml y 171 ± 18 pg/ml, 
respectivamente, p=0,048), (Figura 19D). No se detectó liberación de IL-12 (Figura 
19F) en ninguna de las cepas. Sin embargo, los ratios IFN-y /IL-5 e IL-10 /IL-5 
fueron aproximadamente los mismos. 
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Se midieron los niveles de la citocina reguladora (IL-10) en ambos grupos, 
siendo ligeramente superior en el grupo BALB/ c sin obtener significación 
estadística ( 615 ± 198 pg/ml frente a 351±64 pg/ml, p=0,23) (Figura 19E). 
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Figura 19. Perfil de citocinas (A: IL-4; B: IL-5; C: IL-13; D: IFN-y; E: IL-10; F: IL-12) 
en grupos sensibilizados de las cepas C3H/HeOuJ y BALB/c. Los resultados se 
expresan como la media± ESM (*p<0,05; **p<0,01). 
Con este primer estudio, se pretendía seleccionar la cepa de ratón que 
presentara una respuesta anafiláctica más evidente. Por ello, se optó por la cepa 
C3H/HeOuJ para los estudios sucesivos ya que presentó una respuesta anafiláctica 
más clara que los ratones BALB/c y asoció una respuesta humoral más definida. 
2. Selección del protocolo de anafilaxia 
En este segundo estudio, se aplicó el protocolo descrito en el punto 2 de 
Materiales y Métodos. Brevemente, se sensibilizaron ratones C3H/HeOuJ mediante 
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la administración semanal de tres dosis i.p. de adyuvantes y cacahuete en 
diferentes dosis: 250 µg (grupo AC-250), 100 µg (grupo AC-100) y 50 µg (grupo 
AC-50). Los ratones del grupo control recibieron dosis equivalentes de solución 
salina en presencia exclusivamente de adyuvantes. A las 6 semanas del inicio del 
estudio, se realizó una provocación con cacahuete administrado por vía i.p. 
De esta forma, los grupos en los que se dividieron los grupos de ratones son los 
indicados en la Tabla X. 
Grupos ratones C3H/HeOuJ 
Número de 
ratones 
Sensibilización semanal 
(3 dosis) 
Nombre 
abreviado 
4 Cacahuete (250) +Al(OHh +TP AC-250 
4 Cacahuete (100) +Al(OH)3 + TP AC-100 
4 Cacahuete (50) +Al(OH)3 + TP AC-50 
4 Suero salino +Al(OHh +TP NAC 
Tabla X. Grupos de ratones englobados en el segundo estudio. 
2.1. Selección de dosis 
En la sexta semana, todos los ratones C3H/HeOuJ fueron provocados mediante 
la administración i.p. de cacahuete. Durante los 30 minutos siguientes, se 
observaron detenidamente para evaluar los síntomas y se midió la temperatura 
corporal. 
2.1.1. Síntomas de anafilaxia 
Todos los ratones sensibilizados presentaron síntomas de anafilaxia tras la 
provocación con cacahuete. Los ratones no sensibilizados no presentaron síntomas 
de anafilaxia. Los ratones que habían recibido dosis semanales de 100 µg 
mostraron síntomas anafilácticos a partir del minuto 10 y, progresivamente, los 
síntomas fueron empeorando durante toda la provocación, hasta los 30 minutos 
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donde todos los grupos sensibilizados presentaron la misma gravedad de 
síntomas. 
Comparativamente, el inicio de los síntomas anafilácticos fue más temprano en 
los grupos AC-100 y AC-50 con respecto a los ratones AC-250. Sin embargo, el 
grupo AC-100 presentó síntomas más graves que el grupo AC-250 y el grupo AC-50 
a lo largo de la provocación, aunque sin encontrarse diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos (Figura 20). 
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Figura 20. Representación de la mediana de la puntuación de síntomas en los 
ratones sensibilizados (AC-250, AC-100 y AC-50) y en los no sensibilizados (NAC). 
2.1.2. Temperatura corporal 
Todos los ratones sensibilizados presentaron síntomas de anafilaxia y sufrieron 
una caída brusca de su temperatura corporal. Los ratones que recibieron la dos is 
de 100 µg durante la sensibilización mostraron la máxima respuesta anafiláctica: 
la caída de la temperatura se inició a los 5 minutos encontrándose un descenso de 
0,9SºC frente a 0,88ºC y 0,20ºC en el grupo AC-50 y AC-250, respectivamente 
(Tabla XI). 
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Descenso de la temperatura corporal (2C) (%) 
Minutos AC-250 AC-100 AC-50 NAC 
5 -0,20ºC (-0,51%) -0,95ºC (-2,43%) -0,87ºC (-2,29%) -0,23ºC (-0,60%) 
10 -1,65ºC (-4,27%) -2,45ºC (-6,29%) -2,66ºC (-4,76%) -0,18ºC (-0,46%) 
15 -2,97ºC (-7,70%) -5,23ºC (-13,43%) -4,23ºC (-4,41 %) -0,33ºC (-0,83%) 
20 -5,29ºC (-13,70%) -7,08ºC (-18,16%) -5,83ºC (-4,71%) -0,25ºC (-0,65%) 
25 -6,93ºC (-17,98%) -9,24ºC (-23,70%) -7,43ºC (-4,90%) -1,10ºC (-2,83%) 
30 -7,70ºC (-19,97%) -10,96ºC (-28,13%) -9.96ºC (-8,21%) -1,25ºC (-3,21%) 
Tabla XI. Porcentaje de descenso de la temperatura corporal tras la provocación 
con cacahuete en los ratones que recibieron dosis de cacahuete de 250 µg, 100 µg 
y 50 µg. 
El descenso de temperatura en el grupo AC-100 fue persistentemente más 
intenso encontrándose diferencias estadísticamente significativas desde el minuto 
15 (descenso de 5,23ºC en el grupo AC-100 frente a 2,97ºC en el grupo AC-250, 
p=0,0134, y 4,23ºC en el grupo AC-50) . Las diferencias observadas fueron máximas 
en el minuto 30 siendo el descenso de la temperatura en el grupo AC-100 de 
10,96ºC y 7,70ºC en el grupo AC-250, p=0,0039, y 9,96ºC en el grupo AC-50. El 
grupo control no sufrió caída de la temperatura corporal (Figura 21). 
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Figura 21. Temperatura corporal en ratones sensibilizados con diferentes dosis decacahuete (AC-­‐250, AC-­‐100, AC-­‐50) y controles (NAC). Las diferenciasestadísticamente significativas que se muestran corresponden a las halladas entreel grupo AC-­‐250 y el AC-­‐100 (*p<0,05; **p<0,01).
De esta forma, el grupo AC-­‐100 presentó una reacción anafiláctica más grave: eldescenso de la temperatura fue más temprano, persistentemente superior y lossíntomas fueron más graves que en los otros grupos de ratones sensibilizados acacahuete.
Con este segundo estudio, se pretendía encontrar la dosis que indujese unarepuesta anafiláctica más evidente. Por ello, se seleccionó la dosis de 100 µg ya quepermite encontrar síntomas clínicos tempranos y graves.
3. Prevención de la anafilaxia con los extractos de Anisakis simplexEn este tercer estudio, se aplicó el protocolo descrito en el punto 2 deMateriales y Métodos. Brevemente, tres grupos de nueve ratones C3H/HeOuJrecibieron de forma semanal tres dosis de cacahuete por vía i.p.. Paralelamente, ungrupo de estos ratones se trató diariamente con extracto somático de A. simplex(grupo AC+AK), un segundo grupo se trató con extracto de E/S de A. simplex(grupo AC+E/S), un tercer grupo se trató con suero salino (grupo AC). Los ratonesdel grupo control al inicio recibieron dosis equivalentes de solución salina enpresencia de adyuvantes y posteriormente fueron tratados con dosis equivalentesde solución salina (grupo NAC). A las 5 semanas del inicio del estudio, se realizóuna provocación con cacahuete administrado por vía i.p.
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De esta forma, los grupos en los que se dividieron los grupos de ratones son los 
indicados en la Tabla XII . 
Grupos ratones C3H/HeOuJ 
Número de 
ratones 
Sensibilización semanal 
(3 dosis) Tratamiento diario 
Nombre 
abreviado 
9 Cacahuete+ Al(OH)3 + TP Suero salino AC 
9 Cacahuete+ Al(OH)3+ TP Ag. somático A. simplex AC+AK 
9 Cacahuete+ Al(OH)3+ TP Ag. Excreción/Secreción A. simplex AC+E/S 
9 Suero salino+ Al(OH)3+ TP Suero salino NAC 
Tabla XII. Grupos de ratones englobados en el tercer estudio. 
3.1. Los extractos de Anisakis simplex inhiben parcialmente la sensibilización al 
cacahuete. 
Se realizó extracción sanguínea a todos los ratones para la determinación de 
los niveles de lgGl, lgG2a e lgE específicas a cacahuete. 
3.1.1. lgG1 e lgG2a específicas a cacahuete 
Todos los ratones sensibilizados produjeron inmunoglobulinas específicas. Los 
niveles de slgGl se incrementaron progresiva y significativamente a partir de la 
semana 2. Los grupos de ratones sensibilizados que no habían sido tratados con 
extractos de A. simplex presentaron los niveles más elevados de slgG1. 
En la semana 4 los niveles de slgG1 de los grupos tratados con los extractos de 
A. simplex fueron inferiores a los ratones no tratados. La mínima respuesta se 
obtuvo con el tratamiento con extracto somático de A. simplex (2,4 x 106 ± 1,5 x 106 
UA frente a 4,4 x106 ± 8,4 x 105 UA y 3,4 x 106 ± 6,8 x 105 UA en el grupo AC y 
AC+ES, respectivamente, p=0,001 y p>0,05) (Figura 22). 
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Figura 22. Niveles de lgGl específica a cacahuete en los grupos sensibilizados (AC, 
AC+AK, AC+E/S) y en el grupo control (NAC). Los resultados se expresan como la 
media ± ESM (***p<0,001). AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: tratados con 
antígeno somático; AC+ES: tratados con E/S; NAC: no sensibilizados. 
De la misma manera, en todos los ratones sensibilizados se encontró un 
aumento de los niveles de slgG2a siguiendo un patrón similar: los niveles de 
slgG2a se incrementaron progresiva y significativamente a partir de la semana 2, 
alcanzado su pico en la semana 4. Curiosamente de los ratones que fueron tratados 
con extractos de A. simplex, los que r ecibieron el extracto de E/S presentaron los 
niveles de slgG2a más altos, mientras que los que recibieron el extracto somático, 
presentaron los niveles de slgG2a más bajos. 
Cabe destacar que los niveles más elevados de slgG2a se encontraron en el 
grupo AC+E/S en la semana 4 (6,4 x106 ± 3,7 x 106 UA) y fueron significativamente 
más elevados que en los grupos AC y AC+AK (1,9 x 106 ± 1,2 x 106 UA y 2,7 x105 ± 
3,4 x 1os UA, respectivamente, p=0,001 y p<0,001). No se detectaron niveles de 
inmunoglobulinas en el grupo control (Figura 23). 
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Figura 23. Determinación de lgG2a específica a cacahuete en grupos sensibilizados 
(AC, AC+AK, AC+E/S) y en el grupo control (NAC). Los resultados se expresan 
como la media ± ESM (***p<0,001). AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: 
tratados con antígeno somático; AC+ES: tratados con E/S; NAC: no sensibilizados. 
3.1.2. lgE específica a cacahuete 
Todos los ratones sensibilizados produjeron IgE específica a cacahuete. Los 
ratones que habían recibido tratamiento con extractos de A. simplex presentaron 
niveles más bajos de slgE, especialmente aquellos ratones que recibieron el 
extracto de E/S. 
Los niveles más elevados se encontraron en el grupo AC ( 4.659 ± 726 UA, 
media ± ESM) seguido del AC+AK (3.247 ± 702 UA). Aunque también se detectó 
slgE en el grupo AC+E/S ( 4 78,4 ± 581,5 UA), el nivel fue inferior a los grupos AC y 
AC+AK (p<0,001 y p=0,003). Cabe destacar que no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre el grupo AC+E/S y el grupo control (Figura 
24). 
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Figura 24. Niveles de lgE específica en grupos sensibilizados (AC, AC+AK, AC+E/S) 
y el grupo control (NAC). Los resultados se expresan como la media ± ESM 
(**p<0,01); (***p<0,001); (n.s.: no significativo). AC: sensibilizados no tratados; 
AC+AK: tratados con antígeno somático; AC+ES: tratados con E/S; NAC: no 
sensibilizados. 
3.2. Los extractos de Anísakis simplex reducen la reacción anafiláctica 
En la quinta semana, todos los ratones fueron provocados mediante la 
administración i.p. de 100 µg de cacahuete. Durante los 30 minutos siguientes, se 
observaron detenidamente para evaluar los síntomas y se midió la temperatura 
corporal. 
3.2.1. Síntomas de anafilaxia 
Los ratones sensibilizados que no recibieron tratamiento presentaron síntomas 
de anafilaxia grave que iniciaron a los 5 minutos. Los ratones tratados con 
extractos de A simplex, sufrieron un retraso en el inicio de los síntomas. Los 
ratones tratados con el E/S presentaron mínimos síntomas a los 20 y 30 minutos 
postprovocación, manteniendo una puntuación homogénea. 
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El grupo AC comenzó a presentar la reacción anafiláctica más rápidamente que 
el resto de grupos y los síntomas fueron agravándose progresivamente. Sin 
embargo, el grupo AC+E/S presentó síntomas mucho más leves y de inicio más 
tardío que los grupos AC y AC+AK. Se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre el grupo AC+E/S y los grupos AC y AC+AK desde el minuto 10 
(mediana de la puntuación de síntomas 1, 1 y O en los grupos AC y AC+AK frente al 
grupo AC+E/S, respectivamente, p<0,001). Las máximas diferencias se 
encontraron en el minuto 30 (mediana de la puntuación de síntomas 3, 2y1 en los 
grupos AC y AC+AK frente al grupo AC+E/S, p<0,001 y p=0,003, respectivamente,) 
(Figura 25). 
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Figura 25. Representación de la mediana de la puntuación de síntomas en los 
ratones sensibilizados (AC, AC+E/S, AC+AK) y en el grupo control (NAC) (*p<0,05); 
(**p<0,01); (***p<0,001). AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: tratados con 
antígeno somático; AC+ES: tratados con E/ S; NAC: no sensibilizados. 
Para poder estudiar cualitativamente las diferencias encontradas tras el 
pretratamiento en los tres grupos, se aplicó el algoritmo de las K-medias. Con este 
test se intentó agrupar los individuos con comportamientos similares y 
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distinguirlos de los otros individuos, es decir, se quería estudiar si los grupos AC,AC+AK Y AC+E/S habrían tenido comportamientos diferentes. Este estudioestadístico mostró que el grupo AC+E/S era claramente diferente de los AC oAC+AK. Una vez clasificados, se observó que sólo 1 individuo del grupo AC+E/Shabía sido mal clasificado (12,5%) en el grupo AC y no hubo individuos malclasificados en el grupo AC+E/S (Tabla XIII). Estos datos indican que los individuosdel grupo AC+E/S se comportaron de forma completamente diferente que los delgrupo AC, independientemente del momento en el que la puntuación clínica fueramedida.
AC frente a AC+AK AC frente a AC+E/S
Bien clasificados en
Grupo AC
75% Bien clasificados en
Grupo AC
87,5%
Bien clasificados en
Grupo AC+AK
66,7% Bien clasificados en
Grupo AC+E/S
100,0%Tabla XIII. Resultado del algoritmo de cluster de las K-­‐medias aplicado a lapuntuación de síntomas. Se observa como los individuos son claramente mejorclasificados al comparar el grupo AC frente a AC+E/S.
3.2.2. Temperatura corporalLos ratones sensibilizados sin pretratamiento presentaron síntomas deanafilaxia y sufrieron un descenso brusco de su temperatura corporal. Elpretratamiento con extracto somático AK redujo los síntomas anafilácticos y elextracto E/S previno totalmente la reacción.
Los grupos AC, AC+AK presentaron síntomas de anafilaxia y sufrieron undescenso importante de la temperatura corporal desde el minuto 10 (caída de latemperatura de 0,61ºC y 0,35ºC, p=0,053 y p=0,03, respectivamente) (Tabla XIV).El descenso de la temperatura fue progresivo durante la provocaciónencontrándose el mayor descenso en el minuto 30: el grupo AC mostró un
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descenso de 6,54ºC (p<0,001), mientras que en el grupo AC+AK fue de 4,42ºC 
(p<0,001). Sin embargo y de forma similar a lo observado en el grupo control, el 
grupo AC+E/S no sufrió variaciones significativas en su temperatura corporal 
durante la provocación, siendo el mayor descenso de O,72ºC a los 30 minutos 
(Figura 26). 
Descenso de la temperatura corporal (2C) (%} 
Minutos AC AC+AK AC+E/S NAC 
5 -0,22ºC (-0,57%) OºC (0%) OºC (0%) OºC (0%) 
10 -0,62ºC (-1,59%) -0,36ºC (-0,92%) OºC (0%) OºC (0%) 
20 -3,16ºC (-8,14%) -2,6SºC (-6,82%) -0,28ºC (-0,73%) OºC (0%) 
30 -6,54ºC (16,86%) -4,42ºC (-11,36%) -0,72ºC (-1,84%) OºC (0%) 
Tabla XIV. Porcentaje de descenso de la temperatura corporal tras la provocación 
con cacahuete en los ratones sensibilizados sin tratamiento y los que recibieron 
tratamiento con extracto somático de A. símplex (AC+AK), extracto de 
excreción/secreción de A. símplex (AC+E/S) 
Provocación con cacahuete 
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Figura 26. Temperatura corporal tras la provocación con cacahuete en los grupos 
sensibilizados (AC, AC+AK, AC+E/S) y en el grupo control (NAC). (*p<0,05); 
(**p<0,01); (***p<0,001). AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: tratados con 
antígeno somático; AC+ES: tratados con E/S; NAC: no sensibilizados. 
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3.2.3. Niveles de histamina 
En un grupo paralelo de ratones, se midieron en ambas cepas los niveles de 
histamina plasmática 15 minutos después de la provocación con cacahuete. Todos 
los ratones sensibilizados liberaron histamina. Sin embargo, se observó cómo los 
ratones que recibieron pretratamiento con los extractos de A. simplex presentaban 
niveles más bajos de histamina, especialmente el grupo que recibió tratamiento 
con el extracto E/S donde la liberación de histamina fue mínima. 
Los niveles de histamina en los ratones AC (911,8 ± 483,2 nMolar) fueron más 
elevados que en el grupo AC+AK (308,4 ± 178,05 nMolar) y que en el grupo 
AC+E/S (47,8 ± 17,5 nMolar, p=0,023). Además, los niveles del grupo AC+E/S 
fueron prácticamente similares al grupo NAC (30 ± 9,7 nMolar), lo que concuerda 
con los síntomas clínicos observados (Figura 27). 
o 250 750 1000 
nMolar 
Figura 27. Niveles de histamina plasmática liberada 15 minutos después de la 
provocación con cacahuete en ratones sensibilizados (AC, AC+AK, AC+E/S) y no 
sensibilizados (NAC). Los resultados se expresan como la media± ESM. (*p<0,05). 
AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: tratados con antígeno somático; AC+ES: 
tratados con E/S; NAC: no sensibilizados. 
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3.3. Los extractos de Anisakis simplexmodifican el perfil de citocinasTras la provocación con cacahuete, todos los ratones fueron sacrificados y semidieron las citocinas liberadas por los esplenocitos, después de ser estimuladoscon extracto de cacahuete. Se midieron las citocinas inductoras de respuestas detipo 2 (IL-­‐4, IL-­‐5 e IL-­‐13), de tipo 1 (IFN-­‐γ e IL-­‐12) y una citocina reguladora (IL-­‐10) en ambas cepas. En general, todos los ratones sensibilizados demostraron unpatrón mixto Th2, Th1 e IL-­‐10.
Los niveles de IL-­‐4 e IL-­‐13 fueron similares en los grupos de ratonessensibilizados. Sin embargo, los ratones del grupo AC+E/S liberaronsignificativamente menor cantidad de IL-­‐5 que los ratones de los grupos AC yAC+AK (29 ± 29 pg/ml frente a 192 ± 56 pg/ml y 195 ± 90 pg/ml, p=0,006 yp=0,005, respectivamente) (Figura 28A, B, C).
Todos los grupos sensibilizados liberaron IFN-­‐γ. Los niveles más elevadoscorrespondieron al grupo AC+E/S (483 ± 330 pg/ml) aunque sin encontrardiferencias significativas con los grupos AC y AC+AK (93,5 ± 26,9 pg/ml y 264,5 ±262,5 pg/ml, respectivamente) (Figura 28D).
Además, se detectaron niveles de la citocina reguladora IL-­‐10 en todos losgrupos sensibilizados. Cabe destacar los niveles de IL-­‐10 en el grupo AC+E/S(1.332 ± 620 pg/ml) fueron superiores a los niveles de los grupos AC y AC+AK(617 ± 228 pg/ml y 733 ± 698 pg/ml respectivamente), sin evidenciarsediferencias estadísticamente significativas entre estos grupos (Figura 28E). Losratios IFN-­‐γ/IL-­‐5 e IL-­‐10/IL-­‐5 se incrementaron en los grupos tratados con A.
simplex. En el grupo control, no se encontraron citocinas liberadas por losesplenocitos estimulados.
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Figura 28. Citocinas (A: IL-4; B: IL-S;C: IL-13; D: IFN-y; E: IL-10) producidas por los 
esplenocitos estimulados con cacahuete. AC: sensibilizados no tratados; AC+AK: 
tratados con antígeno somático; AC+ES: tratados con E/S; NAC: no sensibilizados. 
En resumen, se presenta el desarrollo de un modelo murino de anafilaxia. En 
primer lugar se comparó la respuesta anafiláctica de dos cepas de ratón, 
C3H/HeOuJ y BALB/c, sensibilizadas a cacahuete. En ambas cepas, la generación 
de IgG e IgE específica demuestran la sensibilización de los ratones tras el 
protocolo aplicado. Los ratones C3H/HeOuJ presentaron niveles progresiva y 
significativamente más altos de Ig anafilácticas a cacahuete que el mismo grupo de 
los ratones BALB/c. Tras la provocación con extracto de cacahuete, se objetivaron 
síntomas anafilácticos, instaurándose más rápida e intensamente en el grupo de 
ratones C3H/HeOuJ. La afectación clínica sistémica en este grupo fue mayor que en 
su homólogo de los BALB/c y se acompañó de un descenso más significativo de la 
temperatura y de una mayor liberación de histamina plasmática tras la 
provocación demostrando una reacción anafiláctica más grave. Contrariamente, 
aunque ambas cepas desarrollan citocinas Th1, Th2 y Treg, los niveles son muy 
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
superiores en el grupo de ratones sensibilizados BALB/c. Además, en el aumentode la respuesta linfocitaria en los ratones BALB/c, el patrón encontrado sugiereuna activación mixta Th1 y Th2.
La selección de la cepa se realizó por la evidencia de mayor gravedad en larespuesta anafiláctica y humoral de la cepa.
A continuación, se compararon distintas dosis de cacahuete empleadas en lasensibilización de los ratones C3H/HeOuJ. Tras la provocación con cacahuete, seobjetivaron síntomas anafilácticos, de aparición más precoz y grave en el grupo deratones en los que se emplean dosis de 100 µg. Además, esta afectación sistémicafue más grave en este grupo. Por ello, se estableció esta dosis como la idónea paralos estudios siguientes.
En último lugar, se compararon los efectos de un pretratamiento con losextractos del Anisakis simplex, tanto el antígeno somático como el deexcreción/secreción, sobre el modelo de anafilaxia. En ambos casos, lasensibilización desarrollada fue inferior al grupo no pretratado, encontrandoniveles de IgG1 e IgE específica significativamente menores. los niveles de IgG2aespecífica fueron mayores en el grupo que recibió el extracto E/S. Tras laprovocación con cacahuete, los ratones que recibieron extractos de A. simplexpresentaron síntomas anafilácticos de menor intensidad y de inicio más tardío,destacando la gran potencia de las proteínas secretadas por el parásito. Por último,ambos grupos desarrollan citocinas que demuestran un patrón mixto. En losgrupos pretratados, destacó especialmente la inhibición de la IL-­‐5 producido por elpretratamiento con el E/S, además del incremento de IFN-­‐γ e IL-­‐10 sugiriendo unaposible modulación de la respuesta alérgica Th2/Th1.
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Discusión
1. Necesidad del desarrollo del modelo de anafilaxiaLa anafilaxia es una reacción grave, sistémica, con compromiso vital y potencialdesenlace fatal (1) cuya incidencia está aumentando en los últimos años en lospaíses industrializados. En la Unión Europea, se estima que afecta a 1 de cada 300individuos en algún momento de su vida, produciendo el 0,1% de los ingresos enUrgencias en niños y el 0,3% en los adultos (4, 5). El estudio de la anafilaxia en elhombre es muy complejo (6) por lo que cada vez se emplean más los modelosmurinos (10) que permiten reflejar dicha patología y ahondar en los mecanismosinmunológicos subyacentes (8, 9).
El cacahuete es un alimento presente en muchas recetas culinarias de la cocinamediterránea. Desafortunadamente, el cacahuete es un alimento muy alergénico.De hecho, la alergia al cacahuete es la principal causa de muerte por anafilaxia poralimentos (41) y su prevalencia también está en aumento en los paísesindustrializados, estimándose que afecta al 2% de los niños en estos países (42).Desde un punto de vista alergológico, el cacahuete ha sido considerado uno de losmejores alérgenos para analizar los mecanismos inmunológicos en las reaccionesanafilácticas ya que contiene epítopos de linfocitos B y T y puede activardirectivamente las células presentadoras de antígenos (132) y el complemento(49).
Los estudios dirigidos a valorar el tratamiento y/o la prevención de laanafilaxia son extremadamente peligrosos en el hombre y, por tanto, el modelo
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murino debe ser la primera aproximación al desarrollo de nuevos fármacos. Losparásitos han demostrado
La anafilaxia se ha estudiado utilizando cepas de ratón muy diferentes (12, 15,21, 27-­‐32, 35). Sin embargo, hay pocos estudios que comparen las cepas entre sí yen ellos se demuestra que la reacción inmunológica se presenta de forma diferente.En la literatura se encuentran estudios de anafilaxia realizados en las cepasBALB/c y C3H/HeOuJ. Sin embargo, las diferencias en sus respuestas nunca se hancomparado en un modelo de anafilaxia sistémica inducido por vía intraperitoneal.
2. Desarrollo del modelo de anafilaxia sistémica
2.1. Consideraciones sobre la sensibilización en este modelo
2.1.1. Protocolos de sensibilización y provocaciónEn el modelo elegido, se empleó la vía intraperitoneal como vía desensibilización y provocación para obtener signos muy claros de anafilaxia y que larespuesta clínica desencadenada se asemejara lo máximo posible al hombre (133).En la vía de sensibilización intraperitoneal ya que se ha asociado con una mayorproducción de IgE específica (133).
Strait y cols. (134) demuestran la necesidad de que los alérgenos seanabsorbidos de forma sistémica para inducir una respuesta alérgica clara, incluso enaquellos modelos murinos en los que la provocación se realiza por vía oral.Observan también como la provocación por vía sistémica induce una reacciónanafiláctica más grave que aquella inducida por vía oral. Postulan que la mayorgravedad de síntomas se asocia al rápido inicio de los niveles plasmáticos de
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
antígeno o bien al pico de máxima concentración de éste, independientemente deltiempo que esas altas concentraciones puedan persistir en el torrente sanguíneo.
Además, varios autores han observado como es necesaria la provocación porvía sistémica en la cepa BALB/c ya que, en algunos modelos la provocación por víaoral, no induce síntomas anafilácticos objetivables (19, 38).
2.1.2. Número de dosis de antígeno administradasEs importante tener en cuenta el número de dosis de antígeno administradasdurante el periodo de sensibilización, ya que parece que el nivel de IgE, IgG1 eIgG2a específicas producidas y la gravedad de los síntomas anafilácticos, serelacionan con el número de dosis recibidas durante el periodo de sensibilización,más que con la cantidad total de antígeno administrada (135). Por ello y junto conlas observaciones previas de otros modelos (39, 136) que indicaban que laadministración de 3 dosis de antígeno con un intervalo semanal entre ellas inducíauna respuesta inmune humoral, celular y clínica óptima para el estudio de larespuesta anafiláctica, se optó por aplicar el mismo procedimiento a este nuevomodelo.
2.1.3. Justificación de los adyuvantes en el modeloLa administración de antígenos purificados resulta poco inmunogénica por laescasa estimulación del sistema inmune innato. Por ello, es necesario añadiradyuvantes a los protocolos de sensibilización para modular la respuesta inmune ypoder desencadenar una respuesta alérgica (137). Con frecuencia y sobre todo enlos modelos murinos de alergia respiratoria, se ha recurrido al uso del hidróxidode aluminio ya que ha demostrado ser un potente adyuvante pro-­‐Th2independientemente de la cepa de ratón elegida. Además, ha demostrado su
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utilidad en los modelos que buscan el establecimiento de los factores responsablesde la inflamación tipo Th2 subyacentes tras las provocaciones con antígenos (138),como el que aquí se presenta. Así, en los ratones BALB/c sensibilizados con unantígeno y el hidróxido de aluminio, se ha demostrado un incremento en losniveles de IgE (139) e IgG1 específica (140). Este efecto se ha relacionado con lacapacidad del aluminio de incrementar la presentación del antígeno,aumentándose la captura del mismo por las células dendríticas y activando lascélulas T (141).
De forma similar, se ha descrito que la toxina pertussis (TP) promueve lasrespuestas Th1 y Th2, observándose un incremento en los niveles de IL-­‐2, IFN-­‐γ,IL-­‐5, IL-­‐4 e IgG1, IgG2a (142) e IgE específicas (143). También y de forma análogaa lo descrito previamente, la TP potenciaría la presentación de antígenos a travésdel aumento de la expresión de moléculas co-­‐estimuladoras en macrófagos, célulasdendríticas, linfocitos B o bien de la producción de citocinas (142).
Un protocolo de sensibilización con adyuvantes, análogo al que aquí sedescribe, ha sido empleado con éxito en otros modelos murinos de anafilaxia (39,144). A pesar del uso de adyuvantes en nuestro protocolo, la respuesta inmune enlas dos cepas no fue idéntica. Por ello, es altamente probable que existandiferencias genéticas en cada estirpe de ratón que favorezcan distintas respuestasinmunes a los adyuvantes empleados.
Por todo ello, se optó por un modelo de sensibilización por vía intraperitonealen el que se administraron 3 dosis de cacahuete en presencia de adyuvantes con
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Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
una frecuencia semanal y se decidió realizar una provocación sistémica empleandola vía intraperitoneal.
2.1.4. Justificación de la retirada de LPS del extracto de cacahueteTanto los ratones C3H/HeOuJ como los BALB/c tienen receptores tipo Toll 4(TLR4). En algunos estudios, se ha sospechado que la contaminación de losextractos antígenos con lipopolisácaridos (LPS) podrían interferir en la respuestainmune. Los LPS son proteínas de la pared externa de las bacterias Gram negativas(145) que pueden activar los TLR presentes en diversas células del sistemainmune innato, induciendo una respuesta Th2, según algunos autores. Sinembargo, existen diferencias a nivel de estos TLR entre las distintas cepas de ratón.Por ello, se ha sugerido que las variaciones observadas en las respuestas alérgicasentre cepas podría ser debido a diferencias en TLR.
Los TLRs son una familia de receptores transmembrana tipo I que reconocenpatrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) participando así en lainmunidad innata. El TLR4 se expresa en diversas células del sistema inmuneinnato, como son los fagocitos mononucleares y las células dendríticas, y esactivado por los LPS. La activación del TLR4 aumenta la expresión de citocinasproinflamatorias (TNF-­‐α e IL-­‐12) y moléculas co-­‐estimuladoras (CD80 yCD86)(146). Sin embargo, el papel del LPS en la inducción de una respuesta Th1 oTh2 es controvertido.
En algunos estudios se postula que la activación del TLR4 es necesaria para eldesarrollo de una respuesta Th2. Varios autores observan que los ratones C3H/HeJ(deficientes en TLR4 ya que expresan una mutación genética Prolina-­‐Histidina enla posición 712 (147)) presentan una menor respuesta Th2 que los C3H/HeOuJ
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(wild-­‐type, WT) (148). Por el contrario, en otros estudios se observa que el LPSpuede inhibir la sensibilización alergénica, encontrando una mayor respuesta Th2y gravedad en los síntomas anafilácticos en los C3H/HeJ que en los WT (52, 53).Por último, estos autores no encuentran diferencias significativas en la respuestahumoral (IgE e IgG específicas) ni en la gravedad de los síntomas anafilácticosrelacionadas con el TLR4.
El papel de TLR4 en el desarrollo de la anafilaxia en la cepa BALB/c también escontrovertido. Algunos autores no observan síntomas anafilácticos en los WT ni enlos BALB/c deficientes de TLR4 (38), mientras que otros investigadoresencuentran una menor respuesta Th2 en los ratones deficientes de TLR4 que enlos WT (52). Por último, Khodoun y cols. (49) han demostrado que el extracto decacahuete es capaz de inducir un shock anafiláctico grave en esta cepaindependiente de la contaminación por LPS o la activación del TLR.
Dada la posible interferencia de esta toxina en el estímulo directo de losesplenocitos, se retiró el LPS del extracto de cacahuete en los experimentos queincluyen el estudio del A. simplex.
2.2. Comparación de las cepas C3H/HeOuJ y BALB/cAl igual que lo observado en nuestro estudio, otros autores corroboran quela sensibilización anafiláctica es dependiente de la cepa, por lo que es esencialconocer las diferencias entre ellas. En la literatura, se encuentran 3 estudios quecomparan las mismas cepas que se comparan en el estudio mostrado:
El primero, por Li y cols. (20), utiliza un protocolo de sensibilizaciónintramuscular a través de vacunas de plásmidos en las que incluyen Ara h2
Discusión 99
             
           
             
              
             
            
             
            
  
            
              
          
             
               
            
           
             
          
               
             
            
             
   
              
             
 
 
Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
(proteína recombinante de uno de los alérgenos mayoritarios del cacahuete). Laprovocación se realiza por vía i.p. 3 semanas después. Los autores describen unmayor incremento de los niveles de IgG1 e IgG2a específica a cacahuete en losratones C3H/HeSn que en los ratones BALB/c, similar a lo descrito en nuestroestudio. Sin embargo, en su estudio, los ratones C3H/HeSn no consiguen estimularla producción de IgE específica a cacahuete y presentan una mayor secreción decitocinas comparado con los ratones BALB/c, a diferencia de lo observado ennuestro estudio.
El segundo, por Morafo y cols. (38), utiliza un protocolo de sensibilizaciónintragástrica (i.g.) con cacahuete y leche de vaca en el que se emplea comoadyuvante la toxina colérica (ampliamente usada en estudios de sensibilizaciónpor vía oral) y administran dosis de recuerdo semanales. La provocación se realizapor vía i.g. 5 semanas después. De forma análoga a lo descrito en nuestro estudio,los autores encuentran un mayor incremento en los niveles de IgE específica,mayor liberación de histamina plasmática y mayor grado de anafilaxia porpuntuación de síntomas en los ratones C3H/HeJ que en los ratones BALB/c conambos alimentos. También observan que la respuesta alérgica desencadenada serelaciona con niveles más elevados de IL-­‐4 e IL-­‐10 junto con un descenso de losniveles de IFN-­‐γ en los ratones C3H/HeJ. Curiosamente y a diferencia de loobservado en nuestro estudio, los ratones BALB/c, con su protocolo, no presentanningún síntoma de anafilaxia en la provocación, a pesar de sintetizar IgE específicaa ambos alimentos.
En el tercer estudio, por Smit y cols. (19), se utiliza un protocolo desensibilización i.g. con cacahuete similar al anterior, en el que se comparan las
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cepas C3H/HeOuJ, BALB/c y C57BL/6. La provocación se realiza 5 semanasdespués tanto por vía i.g. como por vía i.p., en 2 experimentos diferentes. En estecaso, la sensibilización alérgica inducida es mayor en los ratones BALB/c(comparando los niveles de IgE específica y la liberación de citocinas Th2) que enlos ratones C3H/HeOuJ. Sin embargo y de forma análoga a lo observado en nuestroestudio, es la cepa C3H/HeOuJ la que presenta una mayor gravedad de la anafilaxiaen la provocación por vía i.p. Curiosamente, en este tercer estudio, tras laprovocación por vía i.g. no observan síntomas de anafilaxia ni descenso de latemperatura corporal en el grupo de ratones BALB/c.
Las diferencias entre los estudios son notables. Parte de las diferenciasobservadas pueden ser debidas a las distintas rutas de sensibilización empleadas(oral frente a sistémica) o a la ruta de administración del antígeno en laprovocación (oral frente a sistémica), además de la cepa. De ello se deduce lanecesidad de estudiar cada protocolo de forma independiente, analizando todas lasfases del protocolo y determinando la cepa más conveniente a emplear en cadacaso.
En nuestro caso, ambas cepas demostraron ser válidas para la evaluación de laanafilaxia sistémica. Llama la atención que en el estudio aquí mostrado una de lascepas tenga mayor desarrollo de la inmunidad humoral específica. Los C3H/HeOuJsintetizan mayor cantidad de IgE e IgG1 específicas y demuestran una reacciónanafiláctica más potente. Sin embargo, es la cepa BALB/c la que activa con máspotencia los linfocitos específicos. Estos mismos hallazgos se han obtenido en otrosestudios de anafilaxia (50), demostrándose así que los mecanismos subyacentesen la anafilaxia son más complejos, no pudiendo limitarlos a una alteración en el
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equilibrio Th1/Th2. El conocimiento de estas diferencias podría ayudar a elucidarlas diferencias halladas en la anafilaxia en el hombre, donde la exposición al mismoantígeno y en las mismas dosis no siempre induce una respuesta inmune similar.La elección de la cepa C3H/HeOuJ se debió a que los síntomas anafilácticos eranclaramente identificables por lo que podrán dar una medida más acorde con lamejoría o no de los síntomas anafilácticos tras el tratamiento con los extractos de
A. simplex.
3. Selección del protocolo de anafilaxia. Elección de la dosis de antígenoLa dosis del antígeno es importante en el desarrollo del modelo de anafilaxia.Son varios los estudios en los que se comparan distintas cantidades de antígeno,con el mismo protocolo para comparar la respuesta alérgica desarrollada y asíelegir la dosis más adecuada. En el año 1995, Constant y cols. (149) relacionaronlas bajas dosis de antígeno con la diferenciación de las células T CD4+ hacia célulasT helper 2. Sin embargo, estudios posteriores no han confirmado estos datos.
Chen y cols. (133) desarrollan, en la cepa BALB/c, un protocolo desensibilización por vía i.p. en el que se inoculan diferentes dosis de ovoalbúminaadministradas con el mismo intervalo y muestran como la menor dosis de antígenoinduce una mayor producción de IgE e IgG1 específicas. Sin embargo, Yamanishi ycols. (139) empleando un protocolo de sensibilización similar, encuentran que lasdosis más altas son las que se relacionan con una mayor síntesis de IgE e IgG1específicas.
Por otro lado, se describen discrepancias similares en los modelos que incluyenprotocolos de sensibilización por vía oral, cuyas dosis habitualmente son más altasque en los protocolos de sensibilización por vía i.p. Van Wijk y cols. (50) muestran
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la ausencia de diferencias significativas en la síntesis de IgE e IgG1 específicas, enrelación con las diferentes dosis de cacahuete recibidas, mientras que Li y cols.(31) encuentran que empleando dosis análogas de cacahuete son las dosis bajas lasque inducen una mayor respuesta alérgica. Una posible explicación a estasdiferencias es la frecuencia de la administración de las dosis, ya que en el primerestudio se repiten semanalmente. De esta forma, el efecto “Booster” tambiénpudiera ejercer tener un papel en la sensibilización alérgica.
Dadas estas variaciones en la literatura, se hizo necesario establecer la dosisóptima a emplear en cada protocolo. En nuestro caso y a diferencia de lo descritopreviamente, no fue la dosis más alta (250 µg) ni la dosis más baja (50 µg) los queobtuvieron una respuesta anafiláctica más grave. Esta respuesta se encontró con ladosis intermedia de 100 µg y, por ello, se consideró la más adecuada.
4. Tratamientos para la anafilaxia estudiados en modelos murinosEl desarrollo de estos modelos murinos ha permitido indagar en tratamientospara la anafilaxia humana. En modelos de anafilaxia por cacahuete el tratamientocon hierbas chinas es capaz de evitar el desarrollo de la anafilaxia (no presentansíntomas de anafilaxia, no se produce descenso de la temperatura o liberación dehistamina, se inhibe la síntesis de IgE específica y disminuye la secreción de IL-­‐4,IL-­‐5 e IL-­‐13) (32). Los autores observan que este efecto se mantiene al menos 5semanas tras el tratamiento. Actualmente, se están llevando a cabo ensayosclínicos Fase II en Estados Unidos empleando esta fórmula como tratamiento enpacientes con alergia a cacahuete, frutos secos, pescados, mariscos y sésamo.
De forma similar, Khodoun y cols. (150) en su modelo murino de anafilaxiasistémica observan que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-­‐FcεRIα,
Discusión 103
             
             
               
             
           
             
         
         
           
     
           
          
             
  
             
         
            
            
         
             
            
           
             
 
 
Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
capaz de unirse específicamente al receptor de alta afinidad de la IgE (FcεRI),protege frente a la anafilaxia en los ratones tratados. Esto se debe a su capacidadde eliminar los basófilos y de internalizar los receptores FcεRI en los mastocitos.Podría ser una vía para encontrar nuevos tratamientos en la anafilaxia.
Se conocen bien los efectos inmunomoduladores de los helmintos y, por ello, sehan estudiado como tratamiento en modelos de anafilaxia (33).
5. Inmunomodulación de la respuesta alérgica inducida por parásitosEn los últimos años, los estudios en modelos murinos con infeccionesparasitarias han cobrado gran importancia.
5.1. Infección por parásitos vivos en los modelos murinos de anafilaxiaEn la literatura, se encuentran tres modelos realizados sobre anafilaxiasistémica en los que se estudia el papel protector de las infecciones parasitariassobre ellos.
En el primer estudio, realizado por Bashir y cols. (33) emplean un modelomurino de anafilaxia en ratones C3H/HeJ infectados con Heligmosomoides
polygirus, parásito intestinal específico de ratones. Por un lado, buscan estudiar silos helmintos pueden comportarse como adyuvantes y por otro lado, si lasinfecciones parasitarias pueden modular la respuesta anafiláctica. Para analizaresta última hipótesis, 5 días después de la inoculación de 200 larvas administradaspor vía oral, se induce la sensibilización mediante la administración i.g. decacahuete y toxina colérica, realizando la provocación posterior 28 días despuéspor vía i.g.. Los autores muestran como el grupo de ratones infectados presenta
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una menor gravedad en los síntomas de anafilaxia y una menor liberación dehistamina, lo que ponen en relación con los bajos niveles detectados de IgEespecífica, IL-­‐13 e IL-­‐10. Además, muestran como el tratamiento con anticuerposespecíficos capaces de neutralizar la IL-­‐10, elimina la capacidad protectora de loshelmintos en su modelo de anafilaxia. De esta forma, corroboran el papel protectorde la IL-­‐10 y destacan un papel principal para la IL-­‐13 en su modelo de anafilaxia.
En el segundo estudio, realizado por Mangan y cols. (129) emplean un modelomurino de anafilaxia sistémica y utilizan Schistosoma mansoni como tratamiento.En este modelo, inducen la infección por S. mansoni a través de la administraciónde 40 larvas introducidas a través de la piel de un grupo de ratones BALB/c. Parala sensibilización, realizada 7 semanas después de la infección parasitaria, empleanpenicilina (Pen-­‐V-­‐OVA) junto con Bordetella pertussis e hidróxido de aluminioadministrado por vía i.p. Los autores muestran como el grupo infectado con S.
mansoni presentan una mayor protección frente a la anafilaxia exhibiendo unmenor descenso de la temperatura corporal y una menor liberación de histamina yMMCP-­‐1. Además, este grupo de ratones infectados presenta niveles más elevadosde IL-­‐10 y TGF-­‐β. Al inducir el bloqueo de IL-­‐10 con el anticuerpo específico anti-­‐IL-­‐10R, observan como en ausencia de esta citocina, se produce la caída de latemperatura corporal en estos ratones, restaurándose la reacción anafiláctica,mientras que la temperatura corporal no se altera con la ausencia de TGF-­‐β. Deesta forma, sugieren que la resistencia a la anafilaxia inducida por S. mansoni sedebe al papel de la IL-­‐10. A continuación, intentan establecer el origen de esa IL-­‐10, administrando un anticuerpo específico anti-­‐IgM para la depleción de células B,observando que estos ratones vuelven otra vez a presentar síntomas de anafilaxia.
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Por último, intentan transferir la protección observada a ratones no infectadosmediante la administración de células B purificadas. Sorprendentemente,encuentran que estos ratones lejos de estar protegidos sufren una caída de latemperatura corporal más intensa, con aumento de la mortalidad en esa grupo.Esto lo explican porque las células B liberaban también IL-­‐4, que sería laresponsable del empeoramiento de la respuesta anafiláctica. La transferencia decélulas B provenientes de ratones deficientes de IL-­‐4 sin embargo protegían de laanafilaxia en los ratones no infectados. De esta forma, muestran como la infeccióncon S. mansoni, administrada semanas antes de la sensibilización, es capaz deproteger frente a la anafilaxia y que en el mecanismo por el que se induce estaprotección participan las células B y su liberación de IL-­‐10.
En el tercer estudio, Michels y cols. (130) buscan caracterizar la respuestainmune inducida por la infección por Syphacia obvelata, un nematodogastrointestinal específico de ratones. Además, estudian los efectos de estainfección sobre un modelo de anafilaxia sistémica inducida en ratones BALB/c.Para analizar esta última hipótesis, administran por vía i.p. OVA e hidróxido dealuminio días después de la infección con 500 huevos de S. obvelata administradospor vía oral. Para la provocación administran OVA por vía i.v.. Observan como elgrupo de ratones infectados presentan un mayor descenso de la temperaturacorporal y una menor producción de IL-­‐4 e IL-­‐5, por lo que, los ratones infectadoscon este parásito, no se encuentran protegidos frente a la anafilaxia.
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5.2. Tratamiento con antígenos de excreción/secreción en los modelos murinos de
alergiaUtilizar la infección de un parásito para proteger de las reacciones alérgicas espeligroso, ya que para lograr el efecto deseado el número de parásitos necesariospodría ser importante y la duración de la infección larga. Por tanto, los antígenosderivados de helmintos con capacidad de modular la respuesta inmune alérgica seestán convirtiendo en una opción prometedora. Entre ellos, destaca el uso deantígenos de excreción/secreción en diferentes estudios (99). En la literaturaactual se encuentran 4 estudios sobre los productos de excreción/secreción dedistintos parásitos y su papel en la respuesta alérgica.
En el 2007, Trujillo-­‐Vargas y cols. (117) emplean un modelo murino de asmabronquial empleando como tratamiento el E/S de Nippostrongylus brasiliensis(NES). En este modelo, inducen la sensibilización mediante la administración i.p.de OVA e Al(OH)3, en presencia o ausencia de NES. Para la provocación, seadministra OVA por vía intranasal. Los autores demuestran como elpretratamiento con NES inhibe el desarrollo de la inflamación aérea, reduce laeosinofilia y la hiperreactividad bronquial, junto con una disminución significativade los niveles de IL-­‐4 e IL-­‐5 en el lavado broncoalveolar. Además, los nivelesséricos de IgG1 e IgE se encuentran significativamente disminuidos. De esta forma,demuestran como la co-­‐administración de NES inhibe el desarrollo de la respuestaTh2 a nivel sistémico y local. También demuestran cómo esta inhibición esindependiente de TLR-­‐2, TLR-­‐4, IFN-­‐γ pero depende de IL-­‐10 ya que laadministración del anticuerpo específico anti-­‐IL-­‐10 (IL-­‐10R), revierte la protecciónaportada por NES. Por otro lado, comprueban como la administración de NES
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como antígeno es capaz de inducir una respuesta alérgica Th2 encontrando nivelesséricos elevados de IgG1 e IgE específicos, IL-­‐5 y eosinofilia a nivel bronquial.
En el 2008, Lee y cols. (125) utilizan un modelo murino de asma bronquial enratones BALB/c para comprobar la eficacia del tratamiento con el antígenocompleto o el E/S de Toxascaris leonina (Tl-­‐TP O Tl-­‐ES, respectivamente). En estemodelo, la administración de los extractos Tl-­‐ES la realizan por vía i.p. previo a lasensibilización. Días después, realizan la provocación intranasal con OVA. Losautores demuestran como Tl-­‐ES es capaz de inhibir la inflamación aérea y lahiperreactividad bronquial, disminuyendo los niveles de IgG2a, IgG1 e IgEespecíficas. Además, observan una menor liberación de IL-­‐4 e IL-­‐5 y aumentan losniveles de IL-­‐10, lo que podría sugerir que la inmunomodulación inducida por elE/S de T. leonina ocurre a través de esta citocina.
En el 2012, McSorley y cols. (120) emplean un modelo murino de asmabronquial empleando como tratamiento el E/S de H. polygirus (HES). En estemodelo, inducen la sensibilización mediante la administración i.p. de OVA eAl(OH)3, mientras que para la provocación emplean aerosoles de OVA al 1% enPBS. La administración del HES la realizan a la vez que las dosis de sensibilizacióncon el antígeno. Los autores observan como el pretratamiento con HES suprimetanto la inflamación alérgica de la vía aérea (en cuanto a número de células totales,eosinófilos y células CD4+T-­‐helper que encuentran en el lavado broncoalveolar),como la producción de IgG1 e IgE antígeno-­‐específicas junto con una disminuciónde la liberación de IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐10, IL-­‐13, IL-­‐17A e IFN-­‐γ en el pulmón. Así,muestran como los cambios inducidos en la respuesta Th2 no se debe a unincremento de la respuesta Th1 y tampoco demuestran un papel muy relevante de
Discusión 108
             
               
           
             
           
             
            
        
           
             
            
            
           
              
    
 
          
               
            
            
            
        
                
             
      
 
      
              
              
 
 
Prevención de la anafilaxia con antígenos del Anisakis simplex en un modelo animal
la IL-­‐10 por lo que sugieren que deben existir otras vías de protección en estemodelo. Por otro lado, encuentran una disminución significativa en los marcadoresespecíficos de MAA (molécula similar a la resistina (RELMα) e Ym1). Dado queestos marcadores son dependientes de la respuesta Th2, postulan que sudisminución, junto con el resto de datos encontrados, refleja una supresión de larespuesta Th2 en este modelo. Por último, encuentran que la proporción delinfocitos T efectores (CD4+CD25+Foxp3-­‐) activados está claramente disminuidosmientras que no encuentran cambios en la activación de los Treg(CD4+CD25+Foxp3+) en el grupo tratado con HES, por lo que el equilibrio Tefectores/T reg se inclinaría claramente a favor de estas últimas. A continuación,analizan los cambios producidos con la administración de HES simultánea a laprovocación bronquial, 28 días después de la sensibilización y directamente sobreel tejido pulmonar. En este caso, observan como el HES disminuye el número deeosinófilos y los linfocitos CD4+ T helper en el tejido pulmonar, los niveles de IL-­‐5(sin cambios en los de IL-­‐4) y los marcadores específicos de MAA. Sin embargo, noencontraron cambios en el balance de linfocitos T efectores/Treg. De esta formamuestran como la co-­‐administración de HES y el antígeno suprime tanto larespuesta innata como adaptativa y, que si se administra durante la provocación,se suprime la respuesta innata (principalmente, los eosinófilos).
En el 2014, Ebner y cols. (136) estudian el efecto del E/S de Trichuris suis (TsE/S) en un modelo murino de anafilaxia realizado en la cepa BALB/c. Lasensibilización la realizan administrando OVA e Al(OH)3 por vía i.p. junto con lasdosis de sensibilización y por la misma vía, administran Ts E/S. La provocación serealiza mediante la administración intranasal de OVA y PBS. De forma similar a lo
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descrito previamente, los autores muestran como los ratones tratados presentanmenor hiperreactividad bronquial tras la provocación, así como una disminuciónde las células inflamatorias en el lavado broncoalveolar. Además, observan unadisminución importante de los niveles de IgG1 e IgE antígeno-­‐específicas, así comode las IL-­‐4, IL-­‐5 e IL-­‐13 en el lavado broncoalveolar. Sin embargo, en el cultivo delos esplenocitos no hallaron esta disminución de las citocinas por lo que pareceque la acción protectora de Ts E/S podría ocurrir localmente en el pulmón. Porúltimo, con respecto a los posibles moduladores, observan un número reducido deMAA en el tejido pulmonar. Además, el tratamiento con el anticuerpo neutralizadordel receptor de la IL-­‐10 (aIL-­‐10R), previo a la provocación, suprimió la proteccióninflamatoria sin restaurar los niveles de IgE antígeno-­‐específicas, por lo quepostulan también que la IL-­‐10 es parcialmente responsable de la supresión local dela inflamación aérea en el tratamiento con Ts E/S.
En resumen, hay varios estudios que ya utilizan los antígenos de E/S pararegular la anafilaxia y, con ciertas diferencias, parecen justificar esta protección aun aumento del estímulo regulador.
5.3. Anisakis simplex y modelos murinos de alergiaEl Anisakis simplex es un nematodo capaz de actuar como parásito y comoalérgeno, por lo que su estudio como posible inmunomodulador en lasenfermedades alérgicas resulta muy interesante.
En la literatura se encuentra el estudio realizado por Park y cols. (127) en unmodelo murino de asma bronquial, y empleando el factor inhibidor de la migraciónde macrófagos (MIF) obtenido del A. simplex (As-­‐MIF), factor que pertenece a lasproteínas de E/S del parásito. En este modelo inducen la sensibilización de los
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ratones BALB/c con OVA e Al(OH)3 administrada por vía i.p. El tratamiento condistintas concentraciones de As-­‐MIF lo administran posteriormente. Laprovocación la realizan mediante aerosoles de OVA al 3% en PBS. En las muestrashistológicas, observan que el tratamiento con As-­‐MIF reduce significativamente yde forma dosis-­‐dependiente la infiltración de células inflamatorias en la vía aérea.Además se evidencia un adelgazamiento del epitelio bronquial, una reducción delnúmero de células de “globet” y una reducción en la producción de moco en losgrupos tratados, siendo más evidente en el grupo que recibió la dosis superior.Además, en el lavado broncoalveolar se observa una disminución importante delnúmero de macrófagos y eosinófilos. También, muestran una disminución en lasconcentraciones de IL-­‐4, IL-­‐5, IL-­‐13 en el lavado broncoalveolar junto con unareducción de IFN-­‐γ y un aumento significativo de los niveles de TGF-­‐β1 e IL-­‐10. Porúltimo, el número de células Treg en el lavado broncoalveolar fuesignificativamente superior. De esta forma, muestran como el tratamiento con As-­‐MIF es capaz de proteger frente al asma bronquial en su modelo murino. Es capazde ejercer un efecto inmunomodulador e inhibir la reacción alérgica Th2 a travésde la producción de las citosina y células reguladoras.
5.4. Extracto de Excreción/Secreción como tratamiento en nuestro modelo murino
de anafilaxiaHasta la fecha, no hay en la literatura otros estudios acerca de los antígenosderivados de helmintos y la anafilaxia sistémica, similares al que se muestra aquí.
En el modelo murino de anafilaxia tratado con el antígeno de E/S del A. simplexmostrado, se observa como la administración simultánea del antígeno de E/S juntocon el alérgeno, es capaz de proteger y evitar la respuesta anafiláctica. En
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individuos que viven en áreas donde la infección por helmintos es endémica laexposición a los parásitos ocurre en las primeras etapas de la vida, e incluso, en elvientre materno. Se ha postulado que el contacto inmunológico con los helmintosdebe darse en las primeras etapas de la vida para que demuestren un efectoprotector (61). De una forma equivalente, en los estudios murinos en los que laadministración del extracto E/S si se realiza de forma simultánea a lasensibilización con el alérgeno, se obtiene una protección del parásito frente a laenfermedad alérgica.
En este estudio, los niveles de IgG1 e IgE específica a cacahuete en los ratonestratados con extractos de A. simplex permanecen bajos lo que podría sugerir unaalteración del desarrollo de la respuesta alérgica desde el inicio de lasensibilización. También permanecen bajos los niveles de IL-­‐5, lo que se evidenciatambién en estudios similares que reciben el antígeno parasitario y el alérgeno deforma simultánea (117, 120, 136). Sin embargo, y de forma similar a lo observadoen el estudio de Ebner y cols. (136), los niveles de secreción de IL-­‐4, IL-­‐13, IFN-­‐γ, semantuvieron estables en el cultivo de esplenocitos en estos ratones, por lo que noparece existir desviación clara hacia la vía Th1 o Th2. Por otro lado, y de formasimilar a los observado en el estudio de Park y cols. (127) destacan los altosniveles de IL-­‐10 encontrados en el grupo tratado con E/S, lo que sugiere que lainmunomodulación inducida por el E/S del A. simplex podría ocurrir a través deesta ruta.
El efecto del tratamiento de ambos extractos, somático y E/S, es protector, peroclaramente más intensos con los antígenos secretados. Es en este grupo de
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moléculas donde se espera encontrar el factor específico implicado en estaprotección.
Finalmente, se destaca los altos niveles de IgG2a específica en nuestro modelode anafilaxia que podrían colaborar al efecto protector de la anafilaxia. La IgG2a secorrespondería con la IgG4 en el humano. Se ha demostrado como la IgG4específica no es capaz de inducir la activación de basófilos y mastocitos. De estaforma, la IgG4 podría ser un marcador de la vía Th2 modificada (61) y tener unpapel importante en el modelo de anafilaxia aquí presentado.
En conclusión, se presenta un modelo de anafilaxia en el ratón que se ha podidoutilizar para demostrar la capacidad protectora de los antígenos secretados por el
Anisakis simplex y que podrían tener aplicaciones futuras.
Conclusiones
• Las cepas C3H/HeOuJ y BALB/c son ambas idóneas para el estudio de laanafilaxia sistémica, siendo la primera más adecuada para la evaluación dela respuesta clínica, idóneamente con 100 µg por dosis y 3 dosis de extracto.
• Los antígenos parasitarios del Anisakis simplex somáticos y,fundamentalmente, los de excreción/secreción, tienen un efecto protectorde la respuesta anafiláctica.
• Los antígenos de Anisakis simplex ejercen un efecto inmunomodulador anivel humoral y celular.
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